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Estructuras permanentes
(de afuera hacia adentro de la célula)

Pared celular
Constituye la parte más importante de la célula procariota
ya que salvo algunos micoplasmas y arqueobacterias, pa-
rásitas intracelulares, todas las otras bacterias presentan
esta barrera de protección contra el ambiente, sin la cual
las células sufrirían lisis osmótica en ambientes en general
hipo o hipertónicos (suelos, agua, organismos). En 1884,
Christian Gram desarrolló la tinción que lleva su nombre y
desde entonces, las bacterias se clasifican en dos grupos
importantes: Gram negativas y Gram positivas.

La diferencia estructural entre ambos grupos se puso de
manifiesto con el microscopio electrónico de transmisión,
a mediados del siglo pasado.  El cuadro 2 resume las
diferencias.

En la figura 2 se observan estas diferencias en la pared
de ambos tipos de células y en la figura 3 se aprecia la
estructura de esta singular molécula.

La pared  de una célula Gram positiva está formada por
una gruesa capa de unos 20 a 80 nm de espesor, en ge-
neral formado por una única molécula de peptidoglicano
o mureína, (figura 2), ubicada por fuera de la membrana
celular. Esta molécula que no aparece en las células eu-
cariotas, está formada por una malla de polímeros de dos
aminoazúcares: N-acetil-glucosamina (NAG) y de ácido
N-acetil murámico (NAM) unidas por enlaces β glucosídi-
cos hidrolizados por una enzima conocida como lisozima,
contenida en las lágrimas, saliva (mecanismos de defen-
sa primaria contra infecciones microbianas (cuadro 3).

La malla se fortalece aun más con enlaces peptídicos, en
general en cadenas de 4 aminoácidos, tres de los cuales

membrana ribosomas pared
membrana

retículo

mitocondrias
núcleo

región nuclear
pared

Figura 1- Esquemas de células procariotas y eucariotas

Cuadro 2- Superficies celulares en células Gram positivas y Gram negativas

� Gram positivas: la pared celular posee gruesa capa de peptidoglicano que retiene el colorante específico (violeta)

� Gram negativas: la pared celular presenta capa fina de peptidoglicano y una membrana externa y no retiene el colorante. Se
colorean con el segundo colorante, de rosado

� Archeae: no presentan peptidoglicano típico, su tinción es Gram positiva o negativa

Periplasma: espacio entre membrana externa de la pared celular y la membrana citoplasmática, contiene numerosas proteínas
hidrolíticas
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Cuadro  3- Breve historia de la Microbiología

1660 Robert Hooke describe estructuras de hon-
gos

1632-1723 Anton van Leeuwwenhoek, Alemania,
publica dibujos de microorganismos vistos por
un microscopio simple, con un solo lente (300
aumentos)

Siglo 19:   Desarrollo de microscopios más poten-
tes, poder separador 0,2 mm

Segunda mitad siglo 19: desarrollo acelerado de
la Microbiología

Discusiones sobre dos temas fundamentales:
Existe la generación espontánea?
Cúal es la naturaleza de las enfermedades conta-

giosas?
1822-1895 Luis Pasteur en  Francia, determinó la

naturaleza microbiana de contaminaciones de
infusiones, el metabolismo anaerobio, la inmu-
nización

1876 Robert Koch en Alemania: los microorganis-
mos como causantes de enfermedad del ga-
nado provocado por Bacillus anthracis (antrax)

Postulados de Koch
• El microorganismos causal debe estar presen-

te en cada caso de enfermedad pero ausente
en organismos sanos

• El agente infeccioso debe poder aislarse en
cultivo puro

• Debe ser capaz de reproducir los síntomas de

la enfermedad al inocularse en una planta o
animal sano

• Debe poder reaislarse en cultivo puro a partir
del huésped enfermo y reconocerse idéntico al
primer aislamiento

1886  Haeckel en Alemania:  se propone el Reino
de los Protistas. John Tyndall en Inglaterra,  en-
dosporas resistentes al calor: técnica de este-
rilización por calor fraccionado (tindalización)
Ferdinand Cohn en  Alemania: Métodos de es-
terilización más eficaces

1928  Griffith: Descubrimiento de la transformación
1933  Primer Microscopio electrónico  de transmisión
1953  Estructura doble hélice del ADN - Watson y

Crick
1977  Reconocimiento de Archeobacterias como

grupo
1984  Desarrollo de la reacción en cadena de la

polimerasa
1986  Primera vacuna producida por Ingeniería

Genética
1996  Se obtiene la secuencia del genoma de Hae-

mophilus influenzae

Hasta la fecha han ocurrido innumerables
avances en Biología Molecular, Biotecnología,
incluida la secuenciación del genoma huma-
no, a la que han contribuido los microorganis-
mos.
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Otros métodos de estudio de los microorganismos

Numerosos métodos son empleados para el estudio de
estructuras subcelulares de los microorganismos y para
distinguir cepas bacterianas. Muchos de ellos son adap-
taciones de técnicas corrientes en biología celular: colo-
raciones diferenciales y observaciones microscópicas (ci-
toquímica), estudios enzimáticos, evidencia de vías me-
tabólicas y finalmente los mayores avances se realiza-
ron por aplicación de métodos de biología molecular.
Muchos de ellos son descriptos en el capítulo 8: Ecolo-
gía microbiana y en el Apéndice práctico.

Como resumen, en el cuadro 3 se señalan  algunos de
los descubrimientos más importantes que contribuyeron
a la evolución de la Microbiología.

Bibliografía

Madigan, Martinko y Parker. Brock, Biología de los mi-

croorganismos, 9ª. Edición, 2000  Prentice Hall Inter-
national
Prescott, Harley, Klein, Microbiología, 1999 McGraw-Hill
Interamericana

Preguntas de repaso

1) Objeto de estudio de la Microbiología

2) Disciplinas muy relacionadas a la microbiología

3) Algunas de las especialidades en que se ha subdividi-
do esta ciencia

4) Concepto del término microorganismo y ejemplos de
ellos

5) Por qué se dice que los microorganismos son muy
buenas herramientas en estudios fisiológicos, genéti-
cos, enzimáticos?

6) Por qué las bacterias están tan distribuidas en la natu-
raleza? Señale ambientes donde se las encuentra.

7) Cual fue el gran descubrimiento que permitió separar
a los microorganismos en dos grandes grupos? Con
qué instrumento se logró este hallazgo?

8) Diferencias entre bacteria, arquebacteria y eucariotas

9) Por qué resulta importante la tinción de los frotis bac-
terianos antes de su observación microscópica?

10) Por qué aun no se tiene certeza definitiva sobre la
evolución del mundo microbiano? Qué herramientas
resultan muy importantes de aplicar?

Figura 6- Observaciones de microorganismos al microcopio óptico. Izquierda: algas al
estado fresco y derecha: bacilos luego de tinción
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En general los microorganismos son fijados (frotis) y teñi-
dos con colorantes ácidos o básicos a los efectos de  au-
mentar su visibilidad y/o conservarlos para otros estudios.

Fijación: se realiza en general secando suavemente el
inóculo sobre el portaobjeto a la llama y luego cortando
varias veces la llama con el preparado. El objetivo es con-
servar las estructuras lo más intactas posibles antes de
su tinción. La fijación puede realizarse con sustancias
químicas, como el etanol, ácido acético, formaldehído, que
inactivan e insolubilizan moléculas como los lípidos y pro-
teínas microbianas.

Coloraciones: numerosos colorantes se emplean para
facilitar la visualización de los microorganismos más pe-
queños, como las bacterias (figura 6).  Presentan grupos
cromóforos, con dobles enlaces que le dan el color carac-
terístico y además se unen  a estructuras celulares por
enlaces iónicos, covalentes o hidrofóbicos. Los coloran-
tes básicos, como el azul de metileno, la fucsina básica,
el cristal violeta, la safranina, verde de malaquita, tienen
grupos cargados positivamente que se unen a moléculas
cargadas negativamente, como los ácidos nucleicos y
muchas proteínas (superficies bacterianas). Los coloran-
tes ácidos, como la eosina, rosa de Bengala y fucscina
ácida son aniónicos y se unen a grupos celulares carga-
dos positivamente.

Los microorganismos se pueden observar al microscopio
luego de una tinción simple, es decir un solo colorante,
por ejemplo con azul de metileno: se cubre el frotis con el
colorante, por un tiempo prudencial, 1 minuto, se lava con
agua, se seca y se observa. Permiten distinguir tamaño,
forma y organización de bacterias.

Los métodos de tinción diferencial permiten diferenciar
grupos bacterianos según sus propiedades de tinción.
Ejemplo de estas es la tinción de Gram, que separa a
bacterias Gram positivas (toman el primer colorante y lo
retienen y se ven violetas) y Gram negativas, que no re-
tienen el colorante violeta luego de lavado con etanol o
acetona y se colorean con el colorante de contraste, rosa-
do, como la safranina.

Existen otro grupo de tinciones que permiten visualizar es-
tructuras como esporas, flagelos, materiales de reserva, etc.

Figura 5- Microscópica electrónica.
Izquierda: Rhizobium observado con microscopio electrónico
de transmisión, se aprecia la membrana y la pared celular , la

región nuclear y gotas lipídicas (materiales de reserva).
Derecha: micrografía de  Lactobacillus spp. con microscopía

electrónica de barrido.

El primero permite visualizar estructuras dentro de la cé-
lula, así como características de la membrana y pared
celular, por la diferencia de densidades al ser atravesa-
das por un flujo acelerado de electrones. El de barrido
muestra el relieve de superficies celulares ya que los elec-
trones se reflejan luego de chocar con una superficie me-
tálica que recubre los preparados.

Tinciones
Los microorganismos vivos se pueden examinar directamen-
te con un microscopio óptico, práctica corriente en estudios
de morfología de hongos, algas y protozoos (figura 6).

En el caso de las bacterias, dado su pequeño tamaño y la
falta de contraste con el medio, esta técnica de observa-
ción es menos usada.

Sin embargo, es muy empleada para evidenciar la movili-
dad bacteriana, con cultivos jóvenes en medio líquido, en
el microscopio óptico,  ya que los flagelos son difíciles de
observar aun con tinciones especiales. Se  coloca una
gota de cultivo entre porta y cubre objeto o en portaobje-
tos especiales excavados, que se observan con baja lu-
minosidad ya que existe poco contraste entre las células
y el agua, lo  que dificulta la observación.
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Es posible que nuevos datos ayuden a dilucidar este pro-
ceso evolutivo.

Técnicas de estudio de los microorganismos

La mayor limitación en el estudio de los microorganismos
lo constituye su pequeño tamaño, la falta de fósiles y la
dificultad de muchos de los microorganismos para ser
cultivados en el laboratorio. Sin embargo, los avances en
los últimos 100 años fueron enormes y el cuadro 3 resu-
me algunos de los eventos más importantes.

Microscopía
El microscopio marcó un hito en los estudios, ya que
hay que considerar que el ojo desnudo aprecia como
independientes a dos puntos separados por  0,1mm (po-
der separador) y el mejor microscopio óptico presenta
un límite de resolución de 0,2 µm y un aumento máximo
de 1.500-2000X, que resulta de multiplicar el aumento
del ocular (10-20X) por el del objetivo (5, 10, 20 aumen-
tos, los comunes y x 100, el objetivo de inmersión en
aceite).

Como las bacterias presentan aproximadamente un diá-
metro de 1 µm, con los microscopios ópticos sólo se pue-
den apreciar la forma general y las características morfo-
lógicas principales,  pero no se aprecian estructuras sub-
celulares.

Se emplean también microscopios de contraste de fa-
ses y los fluorescentes, que permiten distinguir estruc-
turas en base al empleo de colorantes fluorescentes,
como el naranja de acridina, diacetato de fluoresceína
etc. Muchos de ellos se consideran colorantes vitales,
ya que fluorescen en luz ultravioleta luego de ser em-
pleados por enzimas celulares.

La estructura interna detallada de los microorganismos
fue visible con  el microscopio electrónico, desarrollado a
partir de la década del 30 del siglo XX  y que presenta un
poder separador aproximadamente 1000 veces superior
al del microscopio óptico y puede distinguir puntos sepa-
rados por 0,5nm (aumento eficaz 100.000X).  Se emplean
los microscopios electrónicos de transmisión y de barrido
(figura 5).

Figura 4- Bacteria, Archae y Eukarya
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Prólogo

Microbiología: básica, ambiental y agrícola surge luego de revisión y ampliación de Procesos microbianos, editado en
1999 por la Fundación de la Universidad Nacional de Río Cuarto, Argentina, texto que continuó a Ecología microbiana

del Suelo, editado en 1990 por el Departamento de Publicaciones de la Universidad de la República (Uruguay).
En todos ellos se analizan actividades de los microorganismos que benefician al hombre y  mejoran la calidad de los
ecosistemas naturales, cuyo conocimiento permite manejarlas  y dirigirlas en beneficio  de la población. En efecto,
muchas actividades microbianas permiten incrementar la producción de alimentos,  la salud de los suelos y de los
cauces de agua, evitando o disminuyendo las  aplicaciones masivas de fertilizantes y sustancias altamente tóxicas como
herbicidas, fungicidas, etc.
Debemos, sin embargo señalar las diferencias entre los tres textos: en Ecología microbiana del suelo, se analizaron las
transformaciones de la materia orgánica y mineral de los suelos, las interacciones de los microorganismos entre si y con
los vegetales, con énfasis en dos importantes asociaciones simbióticas, las fijadoras de nitrógeno y las asociaciones con
hongos micorrícicos.
En Procesos microbianos se agregaron temas vinculados a los procesos de biodegradación de restos orgánicos, tanto
aerobios como anaerobios que contribuyen a la conversión de materiales de deshecho de la industria láctea, de otras
agroindustrias y de prácticas agrícolas, en productos que se usan como biofertilizantes y obtener efluentes de la indus-
tria sin carácter contaminante, contribuyendo a la protección ambiental. Otra temática abordada en este segundo texto
es la promoción del crecimiento vegetal, tanto en forma directa, por procesos microbianos de mineralización, oxido-
reducción, solubilización, fijación, como por su contribución a la eliminación de microorganismos fitopatógenos por
mecanismos conocidos como Control Biológico.
Finalmente, en el presente texto Microbiología: básica, ambiental y  agrícola, además de revisarse y actualizarse estos
temas, se entendió oportuno incorporar capítulos dedicados a aspectos de Microbiología General o Básica, en el enten-
dimiento de que muchas veces resulta dificultoso a los estudiantes  de Agronomía, de Ciencias  del Suelo o de Ciencias
Ambientales, acceder a los excelentes textos que sobre el tema están publicados.
Se continuó una interesante experiencia de coordinación realizada entre el 2000 y el 2002 por los docentes de Microbio-
logía de las 7 Facultades de Uruguay que imparten conceptos de Microbiología en la que se delimitaron los conceptos
básicos que deberían contener  un curso común de Microbiología General, a aplicar en cada uno de esos centros, que
está disponible en CD. Sobre esta experiencia se desarrollaron  los capítulos del 1 al  7 del presente texto.
Otras temáticas abordadas en este texto son el de Biorremediación, o sea el tratamiento microbiológico de situaciones
de polución graves, como las que lamentablemente nos tiene acostumbrados la prensa: derrames de petróleo, contami-
naciones por solventes, herbicidas, etc. y el de la aplicación biotecnológica de muchos microorganismos.
El Anexo práctico contiene como en los textos anteriores, técnicas básicas para realizar experiencias sencillas y poner
en evidencia los procesos microbiológicos tratados en el texto.

Por último, se desea dedicar este texto a los estudiantes de distintas disciplinas: Agrícolas, Biológicas, de Ciencias
Ambientales, Ciencias del Suelo, Bioquímica y Química, que sientan interés en adentrarse en el apasionante mundo de
los microorganismos.
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tes en los procariotas, originado a partir de una bacteria
aerobia. Esta hipótesis se contradice con la creencia ge-
neral de que este organismo primitivo fuera una ciano-
bacteria. Estas bacterias y la fotosíntesis productora de
oxígeno se desarrollaron probablemente hace unos 2.500
a 3.000 millones de años. La diversidad microbiana au-
mentó en forma notable luego de la aparición del O

2
.

La figura 3  muestra un esquema de la evolución del mun-
do vivo basado en la estructura del ARN de los riboso-
mas. Desde el punto de vista evolutivo los organismos se
pueden dividir en tres grupos principales: arqueobacte-

rias, eubacterias y eucariotas.

Los estudios sobre las secuencias del ARN ribosomal en
células procariotas sugiere una separación temprana de
estos organismos. La figura 4 (Madigan et al., 2000)pre-
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ramas principales: Bacteria, Archaea y Eucarya. Las ar-
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tas. Estos tres grupos primarios se denominan dominios

o imperios y se ubican por encima del nivel de los  reinos
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a Eucarya. El dominio Bacteria (Eubacteria) presenta or-
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anaerobios y acidófilos.
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res consideran que Archaea y Eucarya están más relacio-
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te a partir del aparato de Golgi. Las mitocondrias y los clo-
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los extremos. Entre ellas se encuentran las bacterias me-
tanogénicas, anaerobias estrictas.

Parecería que los tres grupos bacterianos surgieron tem-
prano en la historia de la tierra a partir de un organismo
primitivo común, el «ancestro universal».

Debido a que las células de los animales y de las plantas
son eucariotas, se ha considerado en forma general que
han derivado de algún tipo de microorganismo, en tanto
que los procariotas representan una rama que nunca su-
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Plantas
Animales

Arqueobacterias Eucariotas Eubacterias

Ancestro universal

Origen de la vida

Figura 3- Evolución del mundo vivo basada en la
estructura del ARN de los ribosomas
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Ya desde la segunda mitad del siglo XIX se vislumbraban
diferencias entre animales y vegetales con los organismos
más simples, como las bacterias, hongos, algas y protozoos.

El zoólogo alemán Haeckel propuso en 1886 incluir a es-
tos últimos organismos en un nuevo reino, el de los Pro-

tistas: integrado por organismos muy simples, la mayoría
unicelulares, microscópicos, y otros macroscópicos fila-
mentosos o cenocíticos (tubos con paredes rígidas con
citoplasma y núcleos que fluyen libremente), conocidos
vulgarmente como microorganismos.

No se diferencian en tejidos ni órganos, ni presentan espe-
cialización funcional, excepto, tal vez, para la reproducción.

Luego de la evidencia de la existencia de los dos tipos de
células, el reino de los protistas se dividió en:

Protistas inferiores, con célula procariota, que incluye a
las bacterias, con las cianobacterias y actinomicetes y

Protistas superiores, con estructura eucariota, que com-
prende a las algas, protozoos y hongos.

A los virus les faltan muchos de los atributos de las célu-
las entre los cuales el más importante es que no son sis-
temas abiertos dinámicos. Una partícula viral es una es-
tructura estática, incapaz de cambiar o reponer sus par-
tes. Carecen de organización celular, de capacidad meta-
bólica y de autoduplicación, no se los considera microor-
ganismos, sino entidades biológicas y serán tratados en
el capítulo de genética de procariotas, por el rol que ejer-
cen en la transferencia de material genético.

Evolución y diversidad microbiana

Se calcula que nuestro planeta tiene una antigüedad de
4.600 millones de años y se han descubierto restos fósi-
les de células bacterianas de unos 3.500 a 3.800 millones
de años, por lo que se infiere que la vida procariota surgió
poco después del enfriamiento terrestre.

Se postula a un  hongo hemiascomicete como el primer
organismo eucariota, que fue adquiriendo los 22 caracte-
res universalmente presentes en los eucariotas y ausen-

nuclear, contiene varias moléculas de ADN y se divide por
mitosis o por una completa reproducción sexual, que in-
cluye fusión de células, formación de zigote diploide y se-
gregación de células haploides luego de la meiosis.

La célula procariota, por el contrario, no posee membrana
nuclear, posee una sola molécula de ADN y la división asexual
es por bipartición, amitótica. La célula no está atravesada
por membranas, no posee organelos, excepto sacos muy
simples que alberguen a los pigmentos fotosintéticos y a ve-
ces vesículas de gas para flotar en el agua.

Los estudios a nivel de funciones celulares mostraron que
estas diferencias estructurales son la expresión de meca-
nismos diferentes de:

� transmisión de la información genética

� tipos de metabolismo bioenergético

� procesos de entrada y salida de sustancias

Uno de los hechos más sorprendentes en la historia de la
evolución debe ser sin duda la aparición de la primera célu-
la eucariótica. Se está lejos de comprender las causas de
este gran salto en la evolución, sobre todo por la escasez
de fósiles, que permitan reconocer intermediarios.

citoplasma

núcleo

célula
eucariota

célula
procariota

organelos

0.5 µm

Figura 2- Relaciones entre las células procariotas
y las eucariotas
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Los  organismos cumplen con los 5 principios caracterís-
ticos de las células vivas:

1. autoalimentación o nutrición: las células toman las
sustancias químicas del ambiente, las transforman, libe-
ran energía y productos de desecho.

2. autoduplicación o desarrollo: las células son capa-
ces de dirigir su propia síntesis. Al crecer, se dividen dan-
do dos células cada una idéntica a la original.

3. diferenciación: la mayor parte de las células pueden
presentar cambios en su forma o función. La diferencia-
ción suele ser parte del ciclo de vida celular: se forman
estructuras especializadas comprometidas con la repro-
ducción sexual, la dispersión, la sobrevivencia en condi-
ciones desfavorables (esporas, cistos,etc).

4. señalamiento químico: interactúan o se comunican
con otras células, por señales químicas

5. evolución: es la introducción de cambios heredita-
rios como resultado de la selección natural. Consecuen-
cia de estos cambios (que ocurren a velocidad baja pero
regular en todas las células) es la selección de los orga-
nismos mejor capacitados para vivir en determinado
ambiente.

Los estudios con el microscopio electrónico permitieron
reconocer diferencias en la organización subcelular de los

organismos y confirmar la existencia de dos tipos de célu-
las: la eucariótica, unidad estructural de animales, vegeta-
les, protozoos, hongos y algas y la procariótica, caracte-
rística de los organismos más simples, las bacterias, inclu-
yendo entre éstas a las cianobacterias (figura 2).

A pesar de la extraordinaria diversidad de células eucarió-

ticas, resultante de la especialización evolutiva de los dis-
tintos grupos, su arquitectura básica es común: comparti-
mentalización por sistemas membranosos (RE y Golgi), co-
rrientes citoplasmáticas, mitocondrias y cloroplastos. El
núcleo de los eucariotes está rodeado por una membrana

Cuadro 1- Aspectos que  estudia la Microbiología

Microbiología general: herramienta para la compren-
sión de principios metabólicos generales, genética, di-
visión celular.

Estudia: los microorganismos, su estructura, fisiología,
clasificación, diversidad, procesos bioquímicos, creci-
miento y su control

Microbiología aplicada: relacionada a problemas de
la medicina, ambiente, industria, producción y con-
servación de alimentos, transformaciones de la ma-
teria orgánica y mineral en ecosistemas naturales,
generación de energía,  protección del ambiente, bio-
tecnología

Cuadro 2- Impacto de los microorganismos
en la actividad humana

Como agentes causantes  de enfermedades

La mayoría de los microorganismos están bajo control.
Sin embargo, en ciertas condiciones las enfermedades
microbianas constituyen causa de morbilidad y muerte

Benéficos: productores de antibióticos (100ton/año)

En la agricultura

Fijación biológica del N
2
 (175 millones toneladas

N/año)

Transformaciones de elementos: C, N. S, P, K, etc.

Actividades microbianas en el rumen

Enfermedades de plantas (hongos, bacterias) y su Con-
trol Biológico

Energía y protección del ambiente

Biocombustibles: etanol, H
2
, metano

Polímeros biodegradables: polialcanos (β OH-butirato)

Recuperación de minerales de suelos de minas

Alimentos

Conservación de alimentos (fermentaciones ácidas)

Fermentaciones láctica y alcohólica

Biotecnología

Organismos genéticamente modificados de interés

Producción de compuestos farmacéuticos

Herramientas para la transferencia de genes (seleccio-
nados o creados)
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1 Introducción a la Microbiología

La Microbiología es la ciencia que estudia a los microorga-
nismos que constituyen un importante grupo de organis-
mos primitivos y simples, la mayoría unicelulares microscó-
picos y otros macroscópicos filamentosos o cenocíticos,
capaces de realizar innumerables procesos biológicos, que
han surgido muy temprano en la evolución, pero que se
han adaptado a las condiciones ambientales actuales.

El grupo está integrado por las bacterias, algas, hongos,
protozoos (figura 1).

Los virus no se consideran microorganismos en sentido
estricto, ya que no poseen estructura celular, presentan
una sola molécula de ácido nucleico, carecen de activi-
dad metabólica (excepto la enzima lisozima) y son inca-

paces de reproducirse por si mismos. Se les denomina:
entidades biológicas.

La Microbiología estudia:
i) células vivas y su funcionamiento
ii) los microorganismos, importante grupo capaz de
    existencia independiente
iii) diversidad microbiana y evolución
iv) funciones en la biosfera, en nuestro organismo, en el
    de los vegetales y animales

El cuadro 1 presenta la clásica división de la disciplina en
Microbiología General y Microbiología Aplicada y el cua-
dro 2 resume algunos de los efectos de los microorganis-
mos en las actividades humanas.

Figura 1- Bacterias, hongos, algas y protozoos
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poco después del enfriamiento terrestre.
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nismos diferentes de:

� transmisión de la información genética

� tipos de metabolismo bioenergético
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Prólogo

Microbiología: básica, ambiental y agrícola surge luego de revisión y ampliación de Procesos microbianos, editado en
1999 por la Fundación de la Universidad Nacional de Río Cuarto, Argentina, texto que continuó a Ecología microbiana

del Suelo, editado en 1990 por el Departamento de Publicaciones de la Universidad de la República (Uruguay).
En todos ellos se analizan actividades de los microorganismos que benefician al hombre y  mejoran la calidad de los
ecosistemas naturales, cuyo conocimiento permite manejarlas  y dirigirlas en beneficio  de la población. En efecto,
muchas actividades microbianas permiten incrementar la producción de alimentos,  la salud de los suelos y de los
cauces de agua, evitando o disminuyendo las  aplicaciones masivas de fertilizantes y sustancias altamente tóxicas como
herbicidas, fungicidas, etc.
Debemos, sin embargo señalar las diferencias entre los tres textos: en Ecología microbiana del suelo, se analizaron las
transformaciones de la materia orgánica y mineral de los suelos, las interacciones de los microorganismos entre si y con
los vegetales, con énfasis en dos importantes asociaciones simbióticas, las fijadoras de nitrógeno y las asociaciones con
hongos micorrícicos.
En Procesos microbianos se agregaron temas vinculados a los procesos de biodegradación de restos orgánicos, tanto
aerobios como anaerobios que contribuyen a la conversión de materiales de deshecho de la industria láctea, de otras
agroindustrias y de prácticas agrícolas, en productos que se usan como biofertilizantes y obtener efluentes de la indus-
tria sin carácter contaminante, contribuyendo a la protección ambiental. Otra temática abordada en este segundo texto
es la promoción del crecimiento vegetal, tanto en forma directa, por procesos microbianos de mineralización, oxido-
reducción, solubilización, fijación, como por su contribución a la eliminación de microorganismos fitopatógenos por
mecanismos conocidos como Control Biológico.
Finalmente, en el presente texto Microbiología: básica, ambiental y  agrícola, además de revisarse y actualizarse estos
temas, se entendió oportuno incorporar capítulos dedicados a aspectos de Microbiología General o Básica, en el enten-
dimiento de que muchas veces resulta dificultoso a los estudiantes  de Agronomía, de Ciencias  del Suelo o de Ciencias
Ambientales, acceder a los excelentes textos que sobre el tema están publicados.
Se continuó una interesante experiencia de coordinación realizada entre el 2000 y el 2002 por los docentes de Microbio-
logía de las 7 Facultades de Uruguay que imparten conceptos de Microbiología en la que se delimitaron los conceptos
básicos que deberían contener  un curso común de Microbiología General, a aplicar en cada uno de esos centros, que
está disponible en CD. Sobre esta experiencia se desarrollaron  los capítulos del 1 al  7 del presente texto.
Otras temáticas abordadas en este texto son el de Biorremediación, o sea el tratamiento microbiológico de situaciones
de polución graves, como las que lamentablemente nos tiene acostumbrados la prensa: derrames de petróleo, contami-
naciones por solventes, herbicidas, etc. y el de la aplicación biotecnológica de muchos microorganismos.
El Anexo práctico contiene como en los textos anteriores, técnicas básicas para realizar experiencias sencillas y poner
en evidencia los procesos microbiológicos tratados en el texto.

Por último, se desea dedicar este texto a los estudiantes de distintas disciplinas: Agrícolas, Biológicas, de Ciencias
Ambientales, Ciencias del Suelo, Bioquímica y Química, que sientan interés en adentrarse en el apasionante mundo de
los microorganismos.
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tes en los procariotas, originado a partir de una bacteria
aerobia. Esta hipótesis se contradice con la creencia ge-
neral de que este organismo primitivo fuera una ciano-
bacteria. Estas bacterias y la fotosíntesis productora de
oxígeno se desarrollaron probablemente hace unos 2.500
a 3.000 millones de años. La diversidad microbiana au-
mentó en forma notable luego de la aparición del O

2
.

La figura 3  muestra un esquema de la evolución del mun-
do vivo basado en la estructura del ARN de los riboso-
mas. Desde el punto de vista evolutivo los organismos se
pueden dividir en tres grupos principales: arqueobacte-

rias, eubacterias y eucariotas.

Los estudios sobre las secuencias del ARN ribosomal en
células procariotas sugiere una separación temprana de
estos organismos. La figura 4 (Madigan et al., 2000)pre-
senta  el arreglo según estos criterios basados en la orga-
nización genética. El árbol filogenético se divide en tres
ramas principales: Bacteria, Archaea y Eucarya. Las ar-
queobacterias y las bacterias fueron las primeras en di-
verger y luego se desarrollaron los organismos eucario-
tas. Estos tres grupos primarios se denominan dominios

o imperios y se ubican por encima del nivel de los  reinos
clásicos.

Los organismos eucariotas presentan lípidos con acil diés-
teres del glicerol  y ARN ribosomal eucariota y pertenecen
a Eucarya. El dominio Bacteria (Eubacteria) presenta or-
ganismos con células procariotas con lípidos de membra-
na con diacil diéster de glicerol, mientras que los proca-
riotas  cuyas membranas están compuestas por lípidos
isoprenoides del tipo diéter de diglicerol o tetraéter de di-
glecerol y ARNr arqueobacteriano comprenden el tercer
dominio, Archaea, que incluye a organismos termófilos,
anaerobios y acidófilos.

Parece probable que las células eucariotas modernas se
originaron a partir de las procariotas hace unos 1.400 millo-
nes de años. Los mecanismos no están aun dilucidados.

Una de la hipótesis es la endosimbiótica, que piensa que
la célula eucariota ancestral  se pudo formar por la fusión
de antiguas eubacterias y arqueobacterias. Muchos auto-
res consideran que Archaea y Eucarya están más relacio-
nados de los que parece y proponen que la línea eucariota
surgió de Archaea y luego se formó el núcleo, posiblemen-
te a partir del aparato de Golgi. Las mitocondrias y los clo-
roplastos parecen haber surgido con posterioridad.

El eucariota ancestral fermentador de vida libre con su
núcleo estableció relaciones simbióticas permanentes con
bacterias fotosintéticas (cianobacterias) que evoluciona-
ron hacia los cloroplastos. Eubacterias con respiración
aerobia (Agrobacterium, Rhizobium, rickettsias) serían los
antecesores de las mipocondrias.

Esta teoría endosimbiótica ha sido avalada por el hallaz-
go de una cianobacteria endosimbiótica en un protozoo
diflagelado y que actúa como su cloroplasto.

Aunque las eubacterias y las arqueobacterias son proca-
riotas, desde un punto de vista evolutivo no están más
estrechamente relacionadas entre si como lo están con
los eucariotas.

Las arqueobacterias (Archaeae) comprenden un grupo
muy primitivo que incluye organismos halófitos y termófi-
los extremos. Entre ellas se encuentran las bacterias me-
tanogénicas, anaerobias estrictas.

Parecería que los tres grupos bacterianos surgieron tem-
prano en la historia de la tierra a partir de un organismo
primitivo común, el «ancestro universal».

Debido a que las células de los animales y de las plantas
son eucariotas, se ha considerado en forma general que
han derivado de algún tipo de microorganismo, en tanto
que los procariotas representan una rama que nunca su-
peró la etapa microbiana.

Plantas
Animales

Arqueobacterias Eucariotas Eubacterias

Ancestro universal

Origen de la vida

Figura 3- Evolución del mundo vivo basada en la
estructura del ARN de los ribosomas
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Es posible que nuevos datos ayuden a dilucidar este pro-
ceso evolutivo.

Técnicas de estudio de los microorganismos

La mayor limitación en el estudio de los microorganismos
lo constituye su pequeño tamaño, la falta de fósiles y la
dificultad de muchos de los microorganismos para ser
cultivados en el laboratorio. Sin embargo, los avances en
los últimos 100 años fueron enormes y el cuadro 3 resu-
me algunos de los eventos más importantes.

Microscopía
El microscopio marcó un hito en los estudios, ya que
hay que considerar que el ojo desnudo aprecia como
independientes a dos puntos separados por  0,1mm (po-
der separador) y el mejor microscopio óptico presenta
un límite de resolución de 0,2 µm y un aumento máximo
de 1.500-2000X, que resulta de multiplicar el aumento
del ocular (10-20X) por el del objetivo (5, 10, 20 aumen-
tos, los comunes y x 100, el objetivo de inmersión en
aceite).

Como las bacterias presentan aproximadamente un diá-
metro de 1 µm, con los microscopios ópticos sólo se pue-
den apreciar la forma general y las características morfo-
lógicas principales,  pero no se aprecian estructuras sub-
celulares.

Se emplean también microscopios de contraste de fa-
ses y los fluorescentes, que permiten distinguir estruc-
turas en base al empleo de colorantes fluorescentes,
como el naranja de acridina, diacetato de fluoresceína
etc. Muchos de ellos se consideran colorantes vitales,
ya que fluorescen en luz ultravioleta luego de ser em-
pleados por enzimas celulares.

La estructura interna detallada de los microorganismos
fue visible con  el microscopio electrónico, desarrollado a
partir de la década del 30 del siglo XX  y que presenta un
poder separador aproximadamente 1000 veces superior
al del microscopio óptico y puede distinguir puntos sepa-
rados por 0,5nm (aumento eficaz 100.000X).  Se emplean
los microscopios electrónicos de transmisión y de barrido
(figura 5).

Figura 4- Bacteria, Archae y Eukarya
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En general los microorganismos son fijados (frotis) y teñi-
dos con colorantes ácidos o básicos a los efectos de  au-
mentar su visibilidad y/o conservarlos para otros estudios.

Fijación: se realiza en general secando suavemente el
inóculo sobre el portaobjeto a la llama y luego cortando
varias veces la llama con el preparado. El objetivo es con-
servar las estructuras lo más intactas posibles antes de
su tinción. La fijación puede realizarse con sustancias
químicas, como el etanol, ácido acético, formaldehído, que
inactivan e insolubilizan moléculas como los lípidos y pro-
teínas microbianas.

Coloraciones: numerosos colorantes se emplean para
facilitar la visualización de los microorganismos más pe-
queños, como las bacterias (figura 6).  Presentan grupos
cromóforos, con dobles enlaces que le dan el color carac-
terístico y además se unen  a estructuras celulares por
enlaces iónicos, covalentes o hidrofóbicos. Los coloran-
tes básicos, como el azul de metileno, la fucsina básica,
el cristal violeta, la safranina, verde de malaquita, tienen
grupos cargados positivamente que se unen a moléculas
cargadas negativamente, como los ácidos nucleicos y
muchas proteínas (superficies bacterianas). Los coloran-
tes ácidos, como la eosina, rosa de Bengala y fucscina
ácida son aniónicos y se unen a grupos celulares carga-
dos positivamente.

Los microorganismos se pueden observar al microscopio
luego de una tinción simple, es decir un solo colorante,
por ejemplo con azul de metileno: se cubre el frotis con el
colorante, por un tiempo prudencial, 1 minuto, se lava con
agua, se seca y se observa. Permiten distinguir tamaño,
forma y organización de bacterias.

Los métodos de tinción diferencial permiten diferenciar
grupos bacterianos según sus propiedades de tinción.
Ejemplo de estas es la tinción de Gram, que separa a
bacterias Gram positivas (toman el primer colorante y lo
retienen y se ven violetas) y Gram negativas, que no re-
tienen el colorante violeta luego de lavado con etanol o
acetona y se colorean con el colorante de contraste, rosa-
do, como la safranina.

Existen otro grupo de tinciones que permiten visualizar es-
tructuras como esporas, flagelos, materiales de reserva, etc.

Figura 5- Microscópica electrónica.
Izquierda: Rhizobium observado con microscopio electrónico
de transmisión, se aprecia la membrana y la pared celular , la

región nuclear y gotas lipídicas (materiales de reserva).
Derecha: micrografía de  Lactobacillus spp. con microscopía

electrónica de barrido.

El primero permite visualizar estructuras dentro de la cé-
lula, así como características de la membrana y pared
celular, por la diferencia de densidades al ser atravesa-
das por un flujo acelerado de electrones. El de barrido
muestra el relieve de superficies celulares ya que los elec-
trones se reflejan luego de chocar con una superficie me-
tálica que recubre los preparados.

Tinciones
Los microorganismos vivos se pueden examinar directamen-
te con un microscopio óptico, práctica corriente en estudios
de morfología de hongos, algas y protozoos (figura 6).

En el caso de las bacterias, dado su pequeño tamaño y la
falta de contraste con el medio, esta técnica de observa-
ción es menos usada.

Sin embargo, es muy empleada para evidenciar la movili-
dad bacteriana, con cultivos jóvenes en medio líquido, en
el microscopio óptico,  ya que los flagelos son difíciles de
observar aun con tinciones especiales. Se  coloca una
gota de cultivo entre porta y cubre objeto o en portaobje-
tos especiales excavados, que se observan con baja lu-
minosidad ya que existe poco contraste entre las células
y el agua, lo  que dificulta la observación.
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Otros métodos de estudio de los microorganismos

Numerosos métodos son empleados para el estudio de
estructuras subcelulares de los microorganismos y para
distinguir cepas bacterianas. Muchos de ellos son adap-
taciones de técnicas corrientes en biología celular: colo-
raciones diferenciales y observaciones microscópicas (ci-
toquímica), estudios enzimáticos, evidencia de vías me-
tabólicas y finalmente los mayores avances se realiza-
ron por aplicación de métodos de biología molecular.
Muchos de ellos son descriptos en el capítulo 8: Ecolo-
gía microbiana y en el Apéndice práctico.

Como resumen, en el cuadro 3 se señalan  algunos de
los descubrimientos más importantes que contribuyeron
a la evolución de la Microbiología.

Bibliografía

Madigan, Martinko y Parker. Brock, Biología de los mi-

croorganismos, 9ª. Edición, 2000  Prentice Hall Inter-
national
Prescott, Harley, Klein, Microbiología, 1999 McGraw-Hill
Interamericana

Preguntas de repaso

1) Objeto de estudio de la Microbiología

2) Disciplinas muy relacionadas a la microbiología

3) Algunas de las especialidades en que se ha subdividi-
do esta ciencia

4) Concepto del término microorganismo y ejemplos de
ellos

5) Por qué se dice que los microorganismos son muy
buenas herramientas en estudios fisiológicos, genéti-
cos, enzimáticos?

6) Por qué las bacterias están tan distribuidas en la natu-
raleza? Señale ambientes donde se las encuentra.

7) Cual fue el gran descubrimiento que permitió separar
a los microorganismos en dos grandes grupos? Con
qué instrumento se logró este hallazgo?

8) Diferencias entre bacteria, arquebacteria y eucariotas

9) Por qué resulta importante la tinción de los frotis bac-
terianos antes de su observación microscópica?

10) Por qué aun no se tiene certeza definitiva sobre la
evolución del mundo microbiano? Qué herramientas
resultan muy importantes de aplicar?

Figura 6- Observaciones de microorganismos al microcopio óptico. Izquierda: algas al
estado fresco y derecha: bacilos luego de tinción
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Cuadro  3- Breve historia de la Microbiología

1660 Robert Hooke describe estructuras de hon-
gos

1632-1723 Anton van Leeuwwenhoek, Alemania,
publica dibujos de microorganismos vistos por
un microscopio simple, con un solo lente (300
aumentos)

Siglo 19:   Desarrollo de microscopios más poten-
tes, poder separador 0,2 mm

Segunda mitad siglo 19: desarrollo acelerado de
la Microbiología

Discusiones sobre dos temas fundamentales:
Existe la generación espontánea?
Cúal es la naturaleza de las enfermedades conta-

giosas?
1822-1895 Luis Pasteur en  Francia, determinó la

naturaleza microbiana de contaminaciones de
infusiones, el metabolismo anaerobio, la inmu-
nización

1876 Robert Koch en Alemania: los microorganis-
mos como causantes de enfermedad del ga-
nado provocado por Bacillus anthracis (antrax)

Postulados de Koch
• El microorganismos causal debe estar presen-

te en cada caso de enfermedad pero ausente
en organismos sanos

• El agente infeccioso debe poder aislarse en
cultivo puro

• Debe ser capaz de reproducir los síntomas de

la enfermedad al inocularse en una planta o
animal sano

• Debe poder reaislarse en cultivo puro a partir
del huésped enfermo y reconocerse idéntico al
primer aislamiento

1886  Haeckel en Alemania:  se propone el Reino
de los Protistas. John Tyndall en Inglaterra,  en-
dosporas resistentes al calor: técnica de este-
rilización por calor fraccionado (tindalización)
Ferdinand Cohn en  Alemania: Métodos de es-
terilización más eficaces

1928  Griffith: Descubrimiento de la transformación
1933  Primer Microscopio electrónico  de transmisión
1953  Estructura doble hélice del ADN - Watson y

Crick
1977  Reconocimiento de Archeobacterias como

grupo
1984  Desarrollo de la reacción en cadena de la

polimerasa
1986  Primera vacuna producida por Ingeniería

Genética
1996  Se obtiene la secuencia del genoma de Hae-

mophilus influenzae

Hasta la fecha han ocurrido innumerables
avances en Biología Molecular, Biotecnología,
incluida la secuenciación del genoma huma-
no, a la que han contribuido los microorganis-
mos.
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2
Estructuras y funciones de las

células eucariotas y procariotas

Los virus

Organización de la célula procariota
A pesar de su simplicidad se reconocen ciertas estructu-
ras en la célula procariota. El cuadro 1 las describe y re-

sume sus funciones principales y la figura 1 es un clásico
esquema de células procariota y eucariota, con sus com-
ponentes principales.

Cuadro 1- Estructuras en células procariotas

 Estructuras permanentes

Pared celular Da forma a la célula y la protege de la lisis osmótica. Carácter antigénico, permite el libre
pasaje de sustancias

Membrana citoplasmática Barrera permeable selectiva, límite de la célula, transporte activo y pasivo. Alberga
las  enzimas  de procesos metabólicos importantes: respiración,  fotosíntesis, señales
quimiotáctiles

Citoplasma Solución coloidal, agua, sales, proteínas y demás componentes, con la membrana
forma el protoplasto

Espacio periplasmático Entre la pared y la membrana, contiene enzimas hidrolíticas y proteínas para la
captación de nutrientes

Nucleoide Molécula de ADN hiper enrrollada, material genético principal

Plásmidos Moléculas pequeñas de ADN circulares, codifican información secundaria (resistencias)

Ribosomas Corpúsculos de ARN-proteínas encargados de la síntesis proteica, más pequeños (70S)
que los eucariotas (80S)

Estructuras accesorias (dependen de la especie)

Cápsulas y capas mucosas Polisacáridos y/o proteínas, resistencia a la fagocitosis, adhesión a superficies

Fimbrias y pilis Cuerpos proteicos, fijación a superficies, conjugación bacteriana

Flagelos Proteínas, movimiento, con carácter taxonómico

Endosporas Estructuras de resistencia a altas temperaturas, radiaciones, etc.

Vacuolas de gas Permite la flotación en células acuáticas

Inclusiones citoplasmáticas Sin membrana, o con membrana no unitaria, en el citoplasma, fenoxialcanos (ác.poli β-OH
butírico, poli-fosfatos, Sº, etc.)
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Estructuras permanentes
(de afuera hacia adentro de la célula)

Pared celular
Constituye la parte más importante de la célula procariota
ya que salvo algunos micoplasmas y arqueobacterias, pa-
rásitas intracelulares, todas las otras bacterias presentan
esta barrera de protección contra el ambiente, sin la cual
las células sufrirían lisis osmótica en ambientes en general
hipo o hipertónicos (suelos, agua, organismos). En 1884,
Christian Gram desarrolló la tinción que lleva su nombre y
desde entonces, las bacterias se clasifican en dos grupos
importantes: Gram negativas y Gram positivas.

La diferencia estructural entre ambos grupos se puso de
manifiesto con el microscopio electrónico de transmisión,
a mediados del siglo pasado.  El cuadro 2 resume las
diferencias.

En la figura 2 se observan estas diferencias en la pared
de ambos tipos de células y en la figura 3 se aprecia la
estructura de esta singular molécula.

La pared  de una célula Gram positiva está formada por
una gruesa capa de unos 20 a 80 nm de espesor, en ge-
neral formado por una única molécula de peptidoglicano
o mureína, (figura 2), ubicada por fuera de la membrana
celular. Esta molécula que no aparece en las células eu-
cariotas, está formada por una malla de polímeros de dos
aminoazúcares: N-acetil-glucosamina (NAG) y de ácido
N-acetil murámico (NAM) unidas por enlaces β glucosídi-
cos hidrolizados por una enzima conocida como lisozima,
contenida en las lágrimas, saliva (mecanismos de defen-
sa primaria contra infecciones microbianas (cuadro 3).

La malla se fortalece aun más con enlaces peptídicos, en
general en cadenas de 4 aminoácidos, tres de los cuales

membrana ribosomas pared
membrana

retículo

mitocondrias
núcleo

región nuclear
pared

Figura 1- Esquemas de células procariotas y eucariotas

Cuadro 2- Superficies celulares en células Gram positivas y Gram negativas

� Gram positivas: la pared celular posee gruesa capa de peptidoglicano que retiene el colorante específico (violeta)

� Gram negativas: la pared celular presenta capa fina de peptidoglicano y una membrana externa y no retiene el colorante. Se
colorean con el segundo colorante, de rosado

� Archeae: no presentan peptidoglicano típico, su tinción es Gram positiva o negativa

Periplasma: espacio entre membrana externa de la pared celular y la membrana citoplasmática, contiene numerosas proteínas
hidrolíticas
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-G-M-G-             glucano           G-M-G
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                          péptidos             L-ala
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                                  puente       D-glu-NH2
 DAP            D-ala     cruzado
                                                   L-lis
D-ala               DAP gli
                                                  D-ala gli
                       D-glu gli
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                       D-ala gli
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a) Escherichia coli         b) Staphylococcus      L-lis
    (G- )  aureus(G+)

   D-glu-NH2

                                                                       L-ala

                                                                      -G-M-G

Figura 3-  Esquema de la molécula de peptidoglicano

red Gram positiva son los ácidos teicoicos (polímeros de
glicerol y ribitol unidos por grupo fosfato). Aminoácidos
como la D-alanina y azúcares como la glucosa se pueden
unir a los grupos glicerol o ribitol y al peptidoglicano por
enlaces covalentes con el –OH seis del ácido N-acetil
murámico o a los lípidos de la membrana citoplasmática
(se denominan entonces ácidos lipoteicoicos) Están car-
gados negativamente y contribuyen con esas cargas a
estabilizar la pared Gram positiva. No están presentes en
bacterias Gram negativas y sus funciones no están aun
dilucidadas.

Cuadro 3-  Características del peptidoglicano

* Cadenas de glicano
-  polímeros lineares de N-acetilglucosamina (NAG)

y ácido N-acetil murámico (NAM)
-  hidrólisis por lisozima

* Entrecruzamiento peptídico
-  unión al ácido N-acetil murámico
-  contiene D y L aminoácidos, inhibición por anti-

bióticos lactámicos (penicilina)
* Funciones

-  confiere forma a la célula, previene la lisis osmó-
tica

-  su porosidad permite el pasaje de nutrientes

La pared de una célula Gram negativa (figura 2) es más
compleja, con capa de 2 a 7 nm de grosor formada por
peptidoglicano (5-10% del peso total de la pared) y se
presenta en forma de gel, más que como una capa com-
pacta. Luego se encuentra la llamada membrana externa

Figura 2- Tipos de paredes procariotas

Gram+ peptidoglicano Gram-
peptidoglicano

membrana

perimembrana

lipopolisacárido y proteína

 ➤

 ➤

(ácido D-glutámico, D-alanina y ácido meso-diaminopimé-
lico) no están presentes en las proteínas. La cadena pep-
tídica de 4 aminoácidos D y L alternados se conecta a un
grupo carboxilo del ácido N-acetilmurámico (figura 4).

La penicilina actúa inhibiendo la incorporación de los ami-
noácidos al peptidoglicano. Otros componentes de la pa-

membrana

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤
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Cuadro 2- Macronutrientes en la naturaleza y en los medios de cultivo

Elemento Forma habitual Forma química usada en

en el ambiente los medios de cultivo

Carbono (C) CO
2
, compuestos orgánicos Glucosa, malato, acetato, piruvato, muchos

compuestos o mezclas de compuestos (extracto de
levadura, peptonas, celulosa, petróleo,etc)

Hidrógeno (H) H
2
O, compuestos orgánicos H

2
O, compuestos orgánicos

Oxígeno (O) H
2
O, compuestos orgánicos H

2
O, compuestos orgánicos

Nitrógeno (N) NH
3
, NO

3

-
, N

2
,  compuestos Inorgánicos: sales amoniacales, nítricas, N

2

orgánicos con N, peptonas, etc. Orgánicas: aminoácidos, bases nitrogenadas de
nucleótidos, numerosos compuestos orgánicos con N

Fósforo (P) PO
4

-3
KH

2
PO

4
, Na

2
HPO

4

Azufre (S) H
2
S, SO

4

=
, sulfuros metálicos, Na

2
SO

4
, S

2
O

3
Na

2
, Na

2
S, compuestos orgánicos con S

compuestos orgánicos con S: peptonas

Potasio (K) K+, sales solubles KCl, KH
2
PO

4

Magnesio (Mg) Mg++, en solución o como sales MgCl
2
, MgSO

4

Sodio (Na) Na+ 
en solución o como NaCl

NaCl u otras sales de sodio

Calcio (Ca) Ca++ en solución o como CaCl
2

CaSO
4
 u otras sales

Hierro (Fe) Fe++ o Fe+++ en solución como FeS, FeCl
3
, FeSO

4
, soluciones de Fe quelatado con EDTA, o

Fe(OH)
2
 u otras sales de Fe citrato, etc.

Cuadro 3-  Composición química media de una célula procariota

Molécula % peso seco moléculas por célula clases diferentes

Total de macromoléculas 96 24.610.000 2.500

Proteínas 55 2.350.000 1.850

Polisacáridos 5 4.300 2

Lípidos 9,1 22.000.000 4

ADN 3,4 2,1 1

ARN 20,5 255.500 660

Total de monómeros 3,5 350

Aminoác.y precursores 0,5 100

Azúcares y precursores 2  50

Nucleótidos y precursores 0,5 200

Iones inorgánicos 1 18

total 100%
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de 7-8 nm constituida por lipopolisacáridos (LPS) con li-
poproteínas en la cara interna. Algunas de éstas,  llama-
das porinas, forman canales de entrada y salida de sus-
tancias de bajo peso molecular.

Otra estructura que pueda dar resistencia a la pared Gram
negativa es la zona de adhesión. La membrana externa y
la citoplasmática están en contacto directo en muchos lu-
gares (fusión de membranas), por donde pueden pasar
sustancias hacia el interior de la célula. Entre la membra-
na interna y la pared celular (también llamada membrana
externa) se encuentra un espacio conocido como  peri-
plasma, con muchas proteínas hidrolíticas.

El cuadro 4 compara ambos tipos de paredes bacterianas.

Cuadro 4- Comparaciones entra ambos tipos de
paredes procariotas

Gram positiva

�  Puede presentar más de 30 capas de peptidoglicano,
son altamente sensibles a antibióticos β-lactámicos (pe-
nicilina)

�  Acidos teicoicos: le confieren carga negativa a la pared
(ribitol o glicerol fosfato)

�  Acidos lipoproteícos: fijan la pared a la membrana plas-
mática

Gram negativa

�  Membrana externa: capa externa con lipopolisa-
cáridos (LPS), interna unida al peptidoglicano por
lipoproteínas

�  Porinas, proteínas que permiten pasaje de pequeñas
moléculas al periplasma

�  Proteínas de enlace periplásmicas que unen nutrien-
tes, interactúan con proteínas de transporte en la mem-
brana facilitando ingreso de nutrientes.

Los lipopolisacáridos (LPS)  son importantes componen-
tes de la pared Gram negativa, están formados por lípi-
dos e hidratos de carbono: 1) lípido A; 2) polisacárido cen-
tral y 3) cadena lateral (O). El lípido A contiene derivados
del azúcar  glucosamina y está unido a ácidos grasos y
fosfatos o polifostatos y se encuentra inmerso en la mem-
brana externa.  El resto de la molécula de LPS sobresale
de la superficie. El polisacárido central (core) está unido
al lípido A.

La cadena O (antígeno O) está formada por una cadena de
polisacárido que se extiende hacia fuera y su composición
varía con la cepa considerada y son reconocidos por anti-
cuerpos del huésped. Pueden mutar con gran facilidad.

Los LPS son importantes ya que protegen al resto de los
componentes de la pared frente a un ataque directo del
huésped,  brindan carga negativa a la superficie celular.  El
lípido A es a menudo tóxico, de modo que el LPS puede
actuar como una endotoxina y provocar algunos de los sín-
tomas de las infecciones por bacterias Gram negativas.

Una bacteria Gram negativa resiste más la lisis osmótica
cuando la célula se trata con lisozima, enzima que hidro-
liza los enlaces β 1-4 del peptidoglicano por mantener la
envoltura formada por la capa externa (forman esferoplas-
tos en medio isotónico), el peptidoglicano representa sólo
un 15-20% del peso seco de sus paredes. En una célula
Gram + cuya pared está formada en un 80% por peptido-
glicano, los protoplastos esféricos formados en medio iso-
tónico, estallan al pasar a un medio hipotónico (plasmop-
tisis) (capítulo 4).

Las paredes de los microorganismos eucariotas cuando
están presentes (hongos, algunas algas y protozoos) son
más simples, formadas por polímeros de una misma subu-
nidad, como la celulosa, quitina, a veces mineral, con síli-
ce como en las diatomeas  (cuadro 5).

Cuadro 5 - Resumen de los constituyentes
principales de las paredes microbianas

Tipo de Célula Constituyentes

Procariota

eubacterias
G + pétidoglicano, ácidos teicoicos
G - péptidoglicano y lipopolisacárido

arqueobacterias pseudopeptidoglicano, glucopro-
teína polisacárido, proteína

Eucariota

algas celulosa, hemicelulosa, pectinas,
sílice (algunas)

hongos quitina, otros polisacáridos, celu-
losa (en algunos)

protozoos ninguno o sílice, carbonato de calcio
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3
Nutrición y metabolismo

bioenergético en microorganismos

Nutrición microbiana

Los microorganismos requieren nutrientes, sustancias
químicas que estimulan el crecimiento microbiano y que
son empleadas en la síntesis de sus materiales celulares
y que también brindan energía, a los efectos de realizar
sus procesos metabólicos, dividirse, moverse, esporular.
La síntesis de sus macromoléculas, así como la obten-
ción de energía en los microorganismos quimiosintéticos,
deben ser realizadas a partir de los nutrientes.

Las características que debe presentar un nutriente incluyen:
i) atravesar las barreras de la célula (membranas)
ii) ser utilizado por alguna enzima celular
iii) brindarle a la misma  sub-unidades de sus macromolé-

culas y/o energía.

Los elementos como nutrientes

La célula microbiana está constituida por agua en su mayor
parte y de la fracción materia seca se distinguen los macro-
elementos: C, O, H, N, S, P, K, Ca, Mg, Fe, que la célula
toma en cantidades relativamente grandes (g/L en el me-
dio de cultivo), mientras que los llamados micronutrientes
se requieren en niveles muy bajos, del orden de los mg/L.

El cuadro 1 presenta los distintos tipos de nutrientes re-
queridos para el desarrollo microbiano.

Los 6 primeros macronutrientes integran importantes mo-
léculas (hidratos de carbono, lípidos, proteínas, ácidos
nucleícos), los restantes se encuentran en forma de ca-
tiones y pueden actuar como coenzimas de muchas enzi-
mas (K+). El Ca contribuye a la termoresistencia de las

endosporas. El Mg forma complejos con el ATP y el Fe
forma parte de citocromos, es cofactor de enzimas y de
proteínas transportadoras de electrones.

El cuadro 2  resume los ingredientes fundamentales para
el desarrollo de los organismos vivos y las formas quími-
cas en que los microorganismos pueden tomarlos en la
naturaleza y en los medios de cultivo. El cuadro 3 presen-
ta la composición media de una célula bacteriana.

Los microorganismos también requieren oligoelementos
o micronutrientes, empleados en los medios en menor
concentración (mg/L), como el Mn, Zn, Co, Mo, Ni, Cu,
etc.). A veces los contaminantes del agua, recipientes del
laboratorio, alcanzan a satisfacer las necesidades en es

Cuadro 1- Nutrientes microbianos

1- Fuentes  de energía

      (luz —————————   fototrofos)
      (reacciones químicas —    quimiotrofos)

2. Macronutrientes

C                                      K
H                                     Mg
O               95%               Na
N                                     Ca
S                                     Fe
P

2. Micronutrientes (elementos traza)
Co, Zn, Mo, Cu, Mn, Ni, Se, B, etc.

3- Factores de crecimiento

            vitaminas —   coenzimas
            purinas y pirimidinas —    ADN, ARN
            aminoácidos esenciales —   síntesis proteica
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Membrana plasmática

Ribosomas

Nucleoide

Mesosoma
Pared celular

Membrana citoplasmática y citoplasma
La membrana citoplasmática está presente en células pro-
cariotas y eucariotas, es responsable de su relación con
el ambiente y es la barrera osmótica de la célula. Su com-
posición es lipoproteica, similar en todos los sistemas bio-
lógicos por lo que se la denomina  membrana universal o
unitaria, presenta un espesor de unas 5 a 10 nm.

La mayoría de los lípidos son asimétricos y las porciones
polares son hidrófilas e interactúan con el agua, los extre-
mos no polares, o hidófobos son insolubles en agua y tien-
den a asociarse entre si, propiedades que les permite for-
mar las bicapas en las membranas. La única diferencia
encontrada entre membranas de células eu y  procariotas
en que las últimas carecen de esteroles como el coleste-
rol, aunque se detectaron moléculas pentacíclicas, simi-
lares al esterol, llamadas hopanoides, sintetizados a par-
tir de los mismos precursores que los esteroides. Estos
compuestos estabilizan la membrana bacteriana.

La membrana de las arqueobacterias difiere en composi-
ción con las de las eubacterias: los lípidos poseen enla-
ces éter en lugar de ésteres para unir los ácidos grasos al
glicerol y en lugar de los ácidos grasos poseen  compues-
tos derivados del hidrocarburo isopreno lo que le confiere
propiedades diferentes a las del resto de los organismos.
Poseen una monocapa lipídica en lugar de una bicapa y
están adaptadas a condiciones extremas.

El citoplasma de células procariotas está constituido por
la matriz citoplasmática, compuesta fundamentalmente por
agua (70%) y se presenta  empaquetado con gran núme-
ro de ribosomas, partículas esféricas formadas por pro-
teínas y ARN y responsables de la síntesis proteica. Son
de menor tamaño que los de los eucariotas (70S en lugar
de 80S). Sin embargo, los organismos eucariotas presen-
tan ribosomas del tipo bacteriano en sus organelos (mito-
condrias, cloroplastos).

El citoplasma bacteriano no presenta organelos membra-
nosos complejos como mitocondrias y cloroplastos, se
aprecian a veces estructuras membranosas, como los
mesosomas. Constituyen invaginaciones de la membra-
na plasmática en forma de túbulos, pliegues, vesículas y
son más evidentes en bacterias Gram positivas. Algunos
investigadores piensan que son artefactos generados por

la fijación química para la observación en el microscopio
electrónico. Pero como se aprecian también con otras téc-
nicas como la criofractura celular, se piensa que partici-
pan en funciones relacionadas a la formación de pared,
en la replicación del cromosoma procariota y su posterior
distribución en células hijas.

Material genético
La gran diferencia entre células pro y eucariotas lo constitu-
ye  la organización del material genético. Las procariotas
carecen de núcleo típico, rodeado por membrana. La ma-
yor parte del ADN de una bacteria está constituido por una
sola molécula de ADN, de doble cadena, muy enrollada (fi-
gura 4) (Prescott et al., 1999). El material claro a los elec-
trones es el ADN.

Figura 4- Microfotografía de célula procariota

Se habla de nucleoide,  falso núcleo, o región nuclear.
Muchas veces se lo menciona como "cromosoma bacte-

riano" con la salvedad de que su estructura no es la de un
cromosoma eucariota. Esta molécula cerrada, circular, pue-
de apreciarse a veces unido al mesosoma o a la membra-
na citoplasmática. Contiene un 60% de ADN, algo de ARN
y una pequeña cantidad de proteínas, diferentes a las his-
tonas de la célula eucariota y que facilitan su enrollamiento
(en Escherichia coli, bacilo de 2-6 µm de longitud, el ADN
mide aproximadamente 1.400 µm, lo que muestra el grado
de enrollamiento de la molécula en el citoplasma).

En procariotas de vida libre contiene unas 1-6 X 106 pares
de bases (pb), con 1000 a 5000 genes. El cromosoma
bacteriano presenta genes esenciales para la vida celu-
lar, síntesis de ribosomas, ARN mensajeros, enzimas
metabólicas.

Cuerpo de
inclusión
de PHB
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las células que poseen la capacidad latente de producir
partículas maduras de fago, se llaman lisogénicas.

Los fagos que realizan esta interacción se dicen tempe-
rados y el genoma viral en una célula lisogénica se de-
nomina profago. Parece que los bacteriófagos encuen-
tran ventajas al lisogenizar células, cuando existe priva-
ción de nutrientes antes de que las bacterias entren en
inactividad degradan  sus propios mARN y sus proteí-
nas. Esta situación complicada puede evitarse si el fago
se vuelve inactivo (lisogénico), al mismo tiempo que su
huésped. Cuando existe infección por multiplicidad de
fagos y todas las células están infectadas, el último ciclo
de multiplicación celular destruye todas las células del
huésped. Existe el riesgo de que los virus se queden sin
el huésped y se encuentren expuestos a factores noci-
vos del ambiente.

La mayoría de los fagos temperados existen como profa-
gos integrados en la bacteria lisogénica. Pero algunos,
como el fago P

1
 de E. coli se circulariza luego de la infec-

ción y comienza a fabricar el represor que impide la activi-
dad de la ARN polimerasa y la síntesis de proteínas, se
mantiene como molécula independiente y se replica al
mismo tiempo que el cromosoma del huésped.

Cuando E. coli se divide, el ADN del fago se reparte en las
células hijas, de modo que todas las células lisogeniza-
das contienen una o dos copias del genoma fágico.

La lisogenia es un importante mecanismo de transfe-
rencia de material genético en procariotes, ya que al-
guno de los virus puede encapsular trozos del ADN de
la célula infectada (defectuoso) y transferirlo a una cé-
lula receptora por mecanismo conocido como trans-

ducción (capítulo 5).
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Preguntas de repaso

1) Describa la estructura y la función de una célula bacteria-
na, indicando cuales de ellas están presentes en todas
las bacterias y cuales solamente en algunas especies.

2) Cómo puede obtener nutrientes solubles desde el
ambiente?  Y  las partículas de gran tamaño?

3) Compare la estructura y la composición química de
paredes de bacterias Gram positivas y negativas

4) Describa el material genético presente en una célula
procariota

5) Polímeros acumulados fuera de la célula: composición
y función. Usos que hace el hombre de ellos. Políme-
ros de reserva internos.

6) Apéndices celulares: comparación con los presenta-
dos en eucariotas. Función de ellos

7) Qué propiedades adquieren las células esporuladas?
Por qué la esporulación se considera una especie de
ciclo celular?

8) Por qué una bacteria no puede mantener endosim-
biontes?

9) Formas de división celular de un procariota.
10)  Cómo se explica que las bacterias colonicen ambien-

tes tan extremos (aguas termales, materiales en fer-
mentación, glaciares?

11) Señale dos momentos en la evolución de la ciencia
que contribuyeron marcadamente al conocimiento del
mundo microbiano.

12)Señale tres diferencias fundamentales entre ambos
tipos celulares y sus consecuencias en su funciona-
miento.

13)Cómo pondría en evidencia la presencia de bacterió-
fagos para bacterias entéricas (E.coli, Salmonella) en
muestras de aguas?
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Plásmidos: pueden presentarse una o más moléculas
pequeñas de ADN en el citoplasma que llevan informa-
ción no vital para la célula, como resistencias a antibióti-
cos, pesticidas, metales pesados, que pueden perderse y
transferir las resistencias a células sensibles que se con-
vierten en resistentes. Son también responsables de la
transferencia de material genético de una célula a otra,
en la conjugación y son muy empleados en prácticas de
ingeniería genética.

Como material genético adicional pueden encontrarse en
la célula procariota fagos temperados (lisogénicos) y
transposones, fragmentos de ADN de pocas pares de
bases, móviles en la célula y que pueden insertarse en
distintos lugares del ADN del nucleoide o de los plásmi-
dos (capítulo 5).

Estructuras accesorias
(del exterior al interior de la célula)
Cápsulas y capas mucosas

Constituyen deposiciones de materiales altamente polime-
rizados, hidratos de carbono, péptidos, que la célula libera
al medio cuando las fuentes exceden a las necesidades de
la célula. Las células encapsuladas son resistentes a la fa-
gocitosis por protozoos o glóbulos blancos, en el caso de
los patógenos del hombre. También evita la desecación de
las células y el ataque por bacteriófagos y sustancias tóxi-
cas y colabora en la adhesión de las células a superficies
sólidas, en el mar o a superficies de tejidos en huéspedes
animales o vegetales (figura 5) (Madigan et al., 2000).

Cuando esta capa externa está bien organizada y no se
lava fácilmente, se habla de cápsula. Si el material es di-
fuso y se elimina fácilmente se denomina capa mucosa.
El término gliocalix designa a ambas estructuras. Muchas
bacterias G+ y G- y algunas arqueobacterias  presentan
una capa externa muy organizada llamada capa S, for-
mada por proteínas y glucoproteínas. El de las G- se ad-
hiere directamente a la membrana externa, en las G+ a la
superficie del peptidoglicano. Puede proteger a la célula
de cambios en el pH, fuerza iónica, enzimas o parásitos
microbianos y facilita la adhesión a superficies sólidas.

Apéndices citoplasmáticos

Las bacterias se mueven por flagelos, de estructura más sim-
ple que los de las células eucariotas. Están formados por 3

haces de fibrillas de proteínas entrelazadas y un haz central.
Son estructuras delgadas, rígidas  de unos 20 nm de ancho y
hasta 15-20 µm de largo. Deben observarse en microscopio
de campo claro, o teñirse con técnicas especiales para au-
mentar su espesor. La estructura detallada sólo se aprecia
en microscopía electrónica (figura 6) (Madigan et al., 2000).

Figura 6- Flagelos bacterianos

Figura 5- Polisacáridos extracelulares
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sola partícula fágica, todos los derivados de él serían ge-
néticamente idénticos. Los eventos ilustran una curva de
crecimiento de un solo paso. Se repica la playa de lisis en
medio de cultivo bacteriano fresco.

Los virus que atacan animales se repican en frascos con
una  monocapa de células animales. Las placas se reve-
lan por las zonas de destrucción de esas células.

Clasificación de los fagos: no se han desarrollado re-
laciones filogenéticas y se aplican propiedades como el

rango de los huéspedes y relaciones inmunológicas, pero
las más útiles son la morfología, naturaleza del ácido
nucleico y de la cápside. Los virus que atacan bacterias
presentan en general ADN, habitualmente de doble ca-
dena, presentan estructura icosaédrica (20 caras en la
proteína de la cápsula), sin cola, o virus con colas con-
tráctiles, fagos filamentosos. Hay incluso algunos con
una envoltura lipídica más externa. Los más conocidos
y de estructura más compleja son los fagos con colas
contráctiles, como los fagos conocidos como los de la
serie T de E. coli (figura 22).

Lisogenia
Muchos bacteriófagos a pesar de poder lisar a las células
del huésped, ejercen efectos menos drásticos. Son los
llamados virus temperados que pueden entrar en un
estado llamado lisogenia, donde la mayoría de los genes
virales no se expresan. En gran parte de las células de la
progenie no se forman proteínas virales, muchos de los
genes virales se han reprimido y su genoma es replicado
sincrónicamente  con el genoma del huésped, duplicán-
dose en la división celular, pasando de una generación a
otra por largos períodos de tiempo. Las células parecen
perfectamente normales.

 Pero esta bacteria, en ciertas condiciones puede espontá-
neamente o por agentes mutagénicos, como radiaciones
UV, producir viriones del virus temperado y lisar a la célula
portadora. La célula se lisa y libera los viriones maduros.
Esta relación virus-huésped se conoce como lisogenia y

Figura 21- Seguimiento de un ciclo lítico de un bacteriófago

Fagos

Bacterias

Figura 22-  Microfotografía electrónica de E. coli infectada por
el fago T

4
. Se observan  las placas basales y los tubos

proteicos de la cola
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Figura 7- Esquema de la estructura de un flagelo bacteriano

La figura 7 muestra la ultraestructura del flagelo bacteria-
no, con la parte más larga, el filamento, el gancho de an-
claje a la célula y el cuerpo basal, embebido en la célula.
En bacterias G- se presentan en este cuerpo basal 4 ani-
llos unidos por  una varilla central: el L y P se asocian con
el lipopolisacárido de la membrana externa y el peptido-
glicano, respectivamente y el anillo interno M se contacta
con la membrana plasmática y el gancho, que es un seg-
mento curvo y corto que une el filamento al cuerpo basal,
acoplándolo. En bacterias G+ se presentan sólo dos ani-
llos, uno interno relacionado a membrana plasmática y
otro externo, vinculado al peptidoglicano.

La flagelina es una proteína flexible cuyo PM varía entre
30 y 60.000. Algunas bacterias poseen una envoltura de
lipopolisacárido por fuera, como Vibrio cholerae. Mutan-
tes de bacterias con flagelos rectos o con regiones del
gancho anormalmente largas, no pueden nadar.

Su presencia y distribución en la célula tiene carácter taxo-
nómico: monotricos (un flagelo), anfitricos (a ambos la-
dos), lofotricos (grupos de flagelos en uno o ambos extre-
mos), peritricos (alrededor de la célula) (figura 8).

Los mecanismos de acción flagelar son provocados por:

�  rotación de los anillos en el cuerpo basal, estaría dirigi-
do por gradiente de protones

�  rotación antihoraria que produce movimiento hacia de-
lante, con corridas

�  rotación horaria que causa cese del movimiento hacia
delante, con vueltas de la célula

�  corridas y vueltas controladas por quimioatrayentes y
repelentes

Las fimbrias son apéndices similares a los flagelos, pero
más cortos y más abundantes (figura 9) (Madigan et al.,
2000), no son responsables del desplazamiento celular
sino que  sirven para adherir a la célula a superficies sóli-
das. Los pelos son estructuras semejantes a las fimbrias
pero más largos, se encuentran pocos en la superficie
celular y están relacionados a la transferencia de material
genético (plásmidos, segmentos del cromosoma) y en ese
caso se llaman pelos sexuales o pili.

Inclusiones citoplasmáticas
Materiales orgánicos e inorgánicos, visibles a veces al
microscopio de luz se encuentran en la matriz citoplas-
mática. La célula almacena polímeros para evitar las con-
secuencias de altas presiones osmóticas que le ocasio-

membrana externa
peptidoglicano

anillo P

membrana citoplasmática

anillo M

anillo S

anillo L

gancho filamento
monotrico

lofotrico

anfitrico

peritrico

Figura 8- Ubicación de los flagelos en la célula bacteriana

Figura 9- Fimbrias y pili en bacterias
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mente relacionados, se pueden producir moléculas re-
combinantes de ADN fágico.

� maduración, luego que la replicación del ADN del fago
comienza, la parte no transcripta es usada para gober-
nar la síntesis del mARN viral “tardío” con la consiguien-
te formación de un segundo grupo de proteínas, entre
ellas las subunidades de la cápside. Simultáneamen-
te, las moléculas del ADN viral sufren condensación
tomando forma polihédrica.

� liberación de viriones maduros: al final del período
latente de infección lítica, otra proteína viral “tardía”
aparece en la célula: la lisozima que ataca al peptido-
glicano de la pared celular, la que va siendo debilitada
hasta su ruptura por la presión osmótica interna. La
progenie fágica se libera al ambiente con los otros cons-
tituyentes celulares. La figura 25 muestra los ciclos líti-
cos y lisogénicos

Seguimiento del ciclo lítico de un fago
La figura 21 esquematiza el procedimiento a seguir para
evidenciar la presencia de partículas de bacteriófagos y
también para realizar su recuento (partículas virales/mL).

Si bien pueden observarse en el microscopio electrónico,
ésta resulta una tarea larga y tediosa. En general se cuan-
tifican midiendo sus efectos sobre las células bacterianas
que atacan. Se habla de unidades infecciosas virales:

la mínima cantidad que causa efecto detectable sobre un
huésped sensible.

Recuento en caja: se siembran juntas diluciones del vi-
rus con un cultivo bacteriano sensible al mismo en medio
sólido adecuado para el huésped. Se observan las llama-
das playas o placas de lisis: zona de inhibición del cre-
cimiento bacteriano causado por la liberación sucesiva de
ciclos virales líticos (anticolonias).

Los resultados se expresan como unidades formadoras

de playas/mL. El agregado de un filtrado bacteriólogico
(0,45 µm) de suelo, aguas, cultivos microbianos a un me-
dio de cultivo líquido de una especie bacteriana sensible,
provocará desaparición de la turbidez (los restos de las
células lisadas se acumulan en el fondo del tubo).

Este método permite también el aislamiento de partículas
víricas, ya que se supone que cada playa deriva de una

virus

ADN
adhesión

célula huésped

inyección

ciclo lítico ciclo lisogénico

replicación
ADN viral

proteínas del
virus y unión
con el ADN inducción

integración del
ADN de virus

lisis

célula lisogenizada

división
celular

inducción lisogénica crecimiento normal

Figura 20- Ciclos líticos y lisogénico de un bacteriófago
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narían lisis celular o cambios bruscos de pH. Algunos in-
clusiones están rodeadas por una membrana no unitaria
de una sola capa de unos 2-4 nm de espesor (azufre, al-
gunos de glicógeno, carboxisomas y vesículas de gas).
Se distinguen (figura 10) (Madigan et al., 2000):

�  gránulos de almacenamiento-polifosfato, fenoxialcanos,
como el ácido β-OH butírico (PHB), principal material
carbonado de reserva de las células procariotas, azu-
fre en bacterias fotosintéticas anoxigénicas

�  vesículas de gas, para la flotación

�  membranas que albergan pigmentos fotosintéticos y
enzimas respiratorias

El PHB es un polímero con moléculas de β-hidroxibutirato
unidas por enlaces éster entre los grupos carboxilo e hidroxi-
lo de moléculas adyacentes (figura 10 a). En general se ob-
servan en coloraciones al microscopio óptico, y están forma-
dos por una sola molécula por célula, evitando la lisis osmó-
tica por acumulación de moléculas monoméricas (alta pre-
sión osmótica) y la elevación del pH por los grupos –COOH
terminales, que en el polímero se neutralizan por unión éster
con grupos hidroxilos. El glicógeno se dispersa más unifor-
memente en la matriz en gránulos más pequeños y a veces
sólo se los aprecia en el microscopio electrónico.

Las cianobacterias acumulan gránulos de cianoficina,
polipéptidos grandes con cantidades iguales de dos ami-
noácidos: arginina y ácido aspártico. Se pueden ver con
el microscopio de luz y se forman ante exceso de nitróge-
no en el medio. Los carboxisomas se presentan como po-
límeros en forma de gránulos de unos 100 nm de diáme-
tro y se encuentran en algunas cianobacterias, bacterias
autótrofas como las  nitrificantes y los thiobacilos. Consti-
tuyen una reserva de la enzima ribulosa 1-5 bifosfato car-
boxilasa y pueden ser el lugar de la fijación del CO

2
.

Las vacuolas de gas se encuentran en cianobacterias,
bacterias fotosintéticas purpúreas y verdes y en otras es-
pecies acuáticas, lo que les permite flotar cerca de la su-
perficie y alcanzar las cantidades necesarias de luz, O

2
 y

nutrientes necesarios.  Están formadas por las vesículas
de gas cuya membrana está formada por proteínas que
forman un cilindro rígido impermeable al agua, pero per-
meable a los gases. Estas pueden colapsar y la bacteria
desciende.

Polifosfatos o gránulos de volutina: unidos por enlaces
ésteres, constituyen reservas de fosfato y de energía. Tam-
bién se llaman gránulos metacromáticos, por el cambio
de color del rojo al azul con azul de metileno o azul de
toluidina. Son muy llamativos los gránulos de azufre, ama-
rillos y brillantes que muchas veces llenan el citoplasma
de bacterias fotosintéticas sulfurosas.

Endosporas
Cuando las condiciones del ambiente se tornan desfavora-
bles, ciertos géneros de bacterias (Bacillus, Clostridium, Spo-

rosarcina) son capaces de formar estructuras terminales o
intercalares, llamadas esporas (cuadro 6).  Están formadas

Sistemas membranosos diferentes a los mesosomas se
aprecian en bacterias fotosintéticas como las cianobacte-
rias (vesículas clorobio), en las bacterias fotosintéticas
purpúreas y en bacterias nitrificantes (sáculos aplanados)
(figura 10). Su función puede ser la de ofrecer una super-
ficie mayor para realizar funciones metabólicas en forma
más intensa (localización de pigmentos fotosintéticos,
enzimas respiratorias).

a

b

c

d

e

Figura 10- Inclusiones citoplasmáticas
a) Gránulos de lípidos (ácido poli β-OH butírico: PHB)
b) y c) Membrana fotosintética en láminas (bacterias purpúreas)
c) Membrana y vesículas individuales (clorobio) en bacterias purpúreas
d) Clorosomas unidos a la membrana plasmática (bacterias verdes)
e) Bacterioclorofila asociada directamente a la membrana plasmática

(Heliobacterium)

PHB
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� de adsorción: el ciclo lítico comienza cuando una par-
tícula fágica tiene posibilidad de colisionar con una
célula huésped; si el virión posee un sitio de adsor-
ción químicamente complementario de un sitio recep-
tor de la superficie celular, ocurre una adsorción irre-
versible. Estos receptores se encuentran en bacte-
rias G- en la capa externa lipoproteica de la pared o
bien a nivel de la capa lipopolisacárida. Para algunos
fagos el receptor se encuentra en los apéndices, fla-
gelos o pili.

� la fijación y penetración: se realiza por las fibras de la
cola y una enzima (la lisozima) comienza a actuar, rom-
piendo los enlaces glucosídicos del peptidoglicano. Lue-
go el bacteriófago inyecta su ADN en la célula median-
te una contracción de las fibras de la cola, quedando
afuera el resto del virión (cabeza y cola).

Se comprobó radioquímicamente que sólo el ADN pe-
netra en la célula, marcándolo con P32 (la radioactivi-
dad del ADN viral queda en las bacterias); las proteí-
nas, marcadas con S34, se detectaron fuera de las cé-
lulas (figura 20) (Madigan et al., 2000).

� fase de eclipse con dos etapas:
* formación de proteínas tempranas: el virus dentro de

la célula deja de existir como entidad independiente,
se dice que entra en fase vegetativa y se habla de
fago vegetativo. Parte del ADN viral es transcripto por
ARN polimerasa del huésped para formar ARN men-
sajero viral. Los ribosomas del huésped traducen este
mARN y forman nuevas enzimas (las tempranas), in-
cluyendo las necesarias para la replicación del ADN
viral y una nueva ADN polimerasa y desoxirribonuclea-
sa que destruye el ADN del huésped.

 * replicación del ADN del fago: la de una molécula de
ADN circular puede ocurrir de dos maneras: en el mo-
delo simétrico, las dos cadenas tienen igual papel,
mientras que en el modelo asimétrico, una cadena no
se rompe y la otra se hace lineal. En fagos con ADN
monocatenario, éste es rápidamente convertido en
doble hélice por una ADN polimerasa bacteriana.

Las moléculas de ADN pueden sufrir mutaciones con
ruptura y unión de pares de bases; si la bacteria estu-
viera infectada por dos fagos diferentes pero genética-

Figura 19-   Estructura de algunos virus
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de gruesas paredes que la hacen resistentes a radiaciones,
desecación, luz UV. El escaso citoplasma se encuentra en
un estado "criptobiótico" sin actividad enzimática y muy de-
secado. Una nueva molécula se sintetiza: el ácido dipicolíni-
co (piridin di benzoico) que forma complejos organo-metáli-
cos o quelatos con metales como el Ca, Mg, etc. impidiendo
que actúen como cofactores de enzimas. Este ejemplo de
ciclo celular se revierte cuando las condiciones se hacen fa-
vorables (humedad, nutrientes, temperatura adecuados).  La
célula se rehidrata, pierde sus capas externas y el ácido di
picolínico y retoma su morfología típica, las funciones fisioló-
gicas y comienza la división celular. Un shock térmico breve
ayuda a desencadenar estos eventos.

Las esporas constan de una cubierta externa, el exospo-
rio, la corteza, en el espacio entre las dos membranas,
donde se acumulan el calcio y el ácido dipicolínico y el
protoplasto, en estado criptobiótico.

La figura 11 (Prescott et al., 1999). presenta un esquema
de la formación de una endospora en un bacilo y la figura
12 presenta la ultraestructura de una endospora al mi-
croscopio electrónico.

Luego de una serie de etapas que en Bacillus megate-

rium lleva sólo unas 10 horas, se aprecia en los cultivos
las esporas libres, refringentes, sin mucho contraste con
el medio.

Cuadro 6- Carácterísticas de las endosporas
bacterianas

� Resistencia al calor, radiación, desecación. Pérdida
de agua y síntesis de ácido dipicolínico, que quelata
minerales impidiendoles actuar como coenzimas

� Producidas principalmente por los géneros Bacillus,

Clostridium y Sporosarcina

� Permiten la sobrevivencia en ambientes desfavorables
por mucho tiempo

� El ADN está protegido por ácido dipicolínico y proteí-
nas

� Luego de la activación por estrés, shock térmico, la
disponibilidad de nutrientes dispara la germinación y
el crecimiento

� La localización en la célula (terminales, intercalares),
se usa como carácter taxonómico

Figura 11- For mación de una endospora bacteriana
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En algunas bacterias el ADN se integra al genoma y se
replica ordenadamente con la célula (lisogenia).

Los constituyentes esenciales de un virus son: un solo
ácido nucleíco ADN o ARN de cadena simple o doble y
una envoltura protectora o cápside de arquitectura heli-
coidal o polihédrica, formada de subunidades proteicas
(figura 19). Algunos virus poseen envolturas adicionales
con lípidos y polisacáridos. Las proteínas poseen carác-
ter antigénico y permiten su reconocimiento.

El ADN de varios virus bacterianos, llamados bacteriófa-

gos, es circular, como los plásmidos y el cromosoma bac-
teriano, elementos genéticos muy relacionados a los virus.

Los bacteriófagos, también llamados fagos, se caracte-
rizan por:

Contener pequeñas moléculas de ADN o ARN y una cu-
bierta o cápside proteica que lo protege en el ambiente.

 ➤ ➤

 ➤ ➤

 ➤  ➤

Cuadro 8- Comparación entre células procariotas y eucariotas

Organización genética Eucariota Procariota

Nucleoplasma con membrana si no

Nº de cromosomas varios 1 (?)

Nucleolos si no

Cromosomas con histonas si no

División mitótica si no

ADN en organelos si no

Recombinación por:
i)  fusión de gametos si no
ii) diploides parciales no si

Estructura citoplasmática

Retículo endoplasmático si no

Aparato de Golgi si no

Lisosomas si no

Mitocondrias si no

Ribosomas 80S (70S en organelos) 70S

Microtúbulos si no

Organelos con membrana no unitaria no si

Pared con peptidoglicano No si

plásmido cromosoma

bacteriófago

Algunos pueden presentar otra envoltura más externa, de
carácter lipídica.

En la célula huésped penetra sólo el ácido nucleico.
Son entidades biológicas autoreplicativas: se multiplican
dentro de las bacterias (ciclo lítico).

Los fagos virulentos sólo se propagan por el ciclo líti-

co y los temperados pueden propagarse por ciclos

líticos o lisogénicos.

Ciclo lítico de infección
 Se distinguen varias fases:
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Figura 12- Ultraestructura de una endospora bacteriana y
bacilos esporulados y capsulados

Organización de la célula eucariota

 Las células eucariotas se diferencian principalmente de
las procariotas por poseer diversos organelos membra-
nosos complejos en el citoplasma y por contener la mayor
parte de su material genético contenido en un núcleo con
membrana nuclear.

La presencia de numerosos microtúbulos, microfilamen-
tos confieren a esta célula su forma característica e inter-
vienen además en su movilidad y en el transporte intrace-
lular. El material genético se transmite a las células hijas
mediante los procesos de mitosis (asexual) y meiosis (re-
producción sexual).

Sin embargo a pesar de estas importantes diferencias y
otras debidas al tamaño y morfología de las células, mu-
chas son las similitudes entre ambos tipos de células, so-
bretodo a nivel metabólico y bioquímico.

Presentaremos una pequeña revisión de este tipo celular
(figura 13) que por otra parte ha sido exhaustivamente
analizada en cursos previos, por constituir la unidad bio-
lógica de los animales, vegetales y de los microorganis-
mos eucariotas: algas, protozoos y hongos.

En resumen: las diferencias más obvias entre ambos ti-
pos celulares radican en la presencia y rol de las mem-
branas. Estas rodean al núcleo en las células eucariotas
y también a sus organelos. La división del interior de una

célula eucariota por sistemas membranosos permite el
desarrollo de funciones bioquímicas y fisiológicas diferen-
tes en compartimentos separados, de modo que puedan
ocurrir simultáneamente y con mayor facilidad, en forma
coordinada y con regulación adecuada.

Los procesos bioenergéticos y fotosintéticos pueden rea-
lizarse más eficientemente  ya que se localizan exclusiva-
mente en membranas. También se facilita el transporte
de nutrientes  a través de la célula. El cuadro 7 describe a
los principales organelos de las células eucariotas y sus
funciones.

Citoplasma y filamentos citoplasmáticos
La matriz citoplasmática es una de las partes más impor-
tantes y complejas de la célula ya que constituye el lugar

Figura 13- Ultraestructura de una célula eucariota
VA vacuola autofágica, C centriolo, C cloroplasto, Ci  cilias, CR
cromatina, VD vacuola digestiva, F microfilamentos, G glucógeno,
AG aparato de Golgi, GL gotas de lípidos, M mitocondrias, MT
microtúbulos, N núcleo, UN nucleolo, P peroxisoma, LP lisosoma
primario, MP membrana pasmática, VP vesícula pinocitósica, R
ribosomas y polisomas, CuR cuerpo residual, RER retículo
endoplasmático rugoso, REL  retículo liso, VS vacuola de secreción
(Prescott et al., 1999).
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Por el contrario, la ultraestructura de cilios y flagelos es
muy similar: son cilindros rodeados de una membrana de
unas 0,2 micras. En la matriz se encuentran 9 pares de
microtúbulos dispuestos en círculo alrededor de dos mi-
crotúbulos centrales (modelo 9+2) (figura 17).

El cuerpo basal se ubica en el citoplasma, en la base de
cada cilia y flagelo (figura 17), se trata de un cilindro corto
con nueve pares de microtúbulos alrededor de su perife-
ria (modelo 9+0), separado por una placa basal. El movi-
miento requiere ATP y la proteína dineína lo hidroliza. Estos
organelos vibran a ritmo de 10 a 40 golpes u ondas por
segundo, impulsando rápidamente a los microorganismos.

Resumen: el cuadro 8 resume  las principales característi-
cas de ambos tipos de células, la procariota y la eucariota
Las bacterias y las arquerobacterias son procariotas, el
resto de los organismos (algas, hongos, protozoos, plan-
tas y animales)  son eucariotas. Las células procariotas
son en general más pequeñas, del orden del tamaño de
las mitocondrias y cloroplastos eucariotas.

La presencia del núcleo eucariota es la diferencia más
obvia entre ambos tipos celulares. El cuadro 8 muestra
que las células procariotas presentan una estructura mu-
cho más sencilla.

*  Carecen de organelos rodeados por membrana

*  No presentan mitosis ni meiosis y su organización ge-
nética es más simple (capítulo 5)

* No realizan fagocitosis ni pinocitosis, digestión intrace-
lular, no presentan corrientes citoplasmáticas dirigidas
ni movimiento ameboide

*  No puede albergar endosimbiontes
* Su nutrición se debe a procesos de ósmosis, hechos

explicables por la pared rígida que envuelve a la célula.

Sin embargo, desde el punto de vista metabólico y bioquími-
co, las semejanzas son marcadas. Los constituyentes quími-
cos son similares, con pocas excepciones el código genético
es el mismo así como los metabolismos básicos de síntesis
de macromoléculas y de generación de energía.

Los virus

Se aplica el término virus a entidades biológicas submicros-
cópicas muy simples, desprovistas de actividad metabólica
e incapaces de reproducirse fuera del organismo que para-
sitan. Alternan su ciclo de vida en dos fases: la extracelular,
donde se comportan como partícula inerte, aunque infeccio-
sa, el virión; y la intracelular, en la cual el virus se presenta
como ácido nucleico replicable y la célula del huésped (ani-
mal, vegetal o microbiana) gobernada por este ácido nuclei-
co, réplica todos los componentes virales, provocando la in-
fección daños celulares e incluso la lisis de las mismas.

cb

cl

Figura 17- Ultraestructura de las cilias. Izquierda: cuerpo basal (cb) y la cilia (cl) con los microtúbulos centrales y periféricos
(x100.000). Derecha: corte transversal de cilias con los dos microtúbulos centrales rodeados por nueve pares de microtúbulos

(x160.000) (Prescott et al., 1999).
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donde se realizan muchos procesos bioquímicos. Está for-
mada por un 70 a 85% de agua, que se encuentra como
agua en estado libre, osmóticamente activa, o ligada, como
agua de hidratación de proteínas y otras macromolécu-
las. El pH es cercano a la neutralidad, pero puede variar
ampliamente (las vacuolas de los protozoos pueden tener
pH de 3 a 4).

Los microfilamentos constituyen filamentos de proteí-
nas con diámetro entre 4 a 7 nm, pueden estar distribui-
dos por la matriz del citoplasma u organizados en redes y
participan en el movimiento y cambios de formas de las
células (movimiento ameboide, de los gránulos y corrien-
tes citoplasmáticas). La proteína constitutiva es una acti-
na, similar a la proteína contráctil del tejido muscular.

Los microtúbulos, tienen forma de cilindros finos de 25
nm de diámetro formados por dos subunidades proteicas
esféricas que forman un cilindro con varias subunidades en
cada vuelta. Estos ayudan a mantener la forma celular, par-
ticipan con los microfilamentos en el movimiento celular y
actúan en procesos de transporte a través de la célula.

Los microtúbulos están también presentes en estructuras
que participan en movimientos celulares: huso mitótico,

cilias y flagelos. Ciertas sustancias como la colchicina al-
teran la estructura de los microtúbulos y bloquean la mito-
sis y el movimiento de la célula.

Las células procariotas carecen de este citoesqueleto

organizado y no presentan proteínas similares a la actina.

Retículo endoplasmático (RE) y aparato de Golgi (AG)

RE: Además del citoesqueleto, el citoplasma está ocupado
por una red de túbulos membranosos ramificados y fusio-
nados de 40 a 70 nm de diámetro y sacos aplanados  que
constituyen el RE. Cuando existe activa síntesis de proteí-
nas para excretar, el RE aparece cubierto de ribosomas
(retículo granular o rugoso). Las células que sintetizan gran
cantidad de lípidos presentan una RE liso o agrunular.

Funciones: transporte de proteínas, lípidos y otros mate-
riales a través de la célula y es también un importante
lugar de síntesis de membrana celular.

AG: es un organelo membranoso compuesto de 4 a 8
sacos membranosos aplanados o cisternas, llamado dic-
tiosoma y no presentan ribosomas. En los extremos de
las cisternas se ubica una red compleja de túbulos y vesí-
culas (diámetro de 20 a 100nm). Parece que los materia-

Cuadro 7- Funciones de los organelos eucariotas

Membrana citoplasmática Barrera semipermeable con sistema de transporte, soporte mecánico de la célula,
adhesión a superficies, secreción.

Citoplasma Matriz donde se ubican los organelos y se realizan procesos metabólicos

Microfilamentos, microtúbulos Estructura y movimientos celulares, forman el citoesqueleto

Retículo endosplasmático Transporte de materiales, síntesis de proteínas y lípidos

Ribosomas Síntesis proteica

Aparato de Golgi Secreción de materiales diversos, lisosomas

Mitocondrias Producción de energía, ciclo de los ácidos tricarboxílicos (ATC), transporte de
electrones, fosforilación oxidativa y otras vías

Cloroplastos Fotosíntesis

Núcleo Alberga la información genética, control celular

Nucleolo Síntesis de ARN robosomal, formación de los ribosomas

Pared celular y película Forma y estructura a la célula

Cilias y flagelos Movimiento celular
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clear (parte de un cromosoma específico) dirige la pro-
ducción de ARN ribosomal (rARN) que se combina con
proteínas ribosomales  de la matriz citoplasmática, para
formar las subunidades ribosomales parcialmente acaba-
das, las que dejan el núcleo a través de los poros de la
envoltura y maduran en el citoplasma.

La división celular de una célula eucariota se realiza
asexualmente mediante el proceso de mitosis (división nu-
clear y transmisión cromosómica) o mediante la fusión de
núcleos y reducción cromática (ciclo sexual). El proceso de
división celular ocupa solo una pequeña parte de la vida de
un organismo (ciclo celular). El crecimiento celular ocurre
en la interfase, parte del ciclo celular entre dos mitosis.

Las células diploides pueden permanecer como tales du-
rante su vida o en algún momento pueden reducir el nú-
mero de cromosomas a la mitad (células haploides), las
que pueden actuar como gametos  y fusionarse para vol-
ver a formar organismos diploides, mediante el proceso
de meiosis (figura 15)(Prescott et al., 1999).

Estructuras externas
Las células eucariotas presentan numerosas capas pro-
tectoras o de soporte externas a la membrana citoplas-
mática. Muchos microorganismos carecen de pared  ce-
lular, como las amebas. La mayoría de las membranas
eucariotas contienen esteroles, como el colesterol que le
confieren resistencia mecánica.

Organismo diploide

Meiosis

Célula
haploide

Gametos

Fusión

1n

2n

Figura 15- Esquema de una ciclo celular en eucariotas

Figura 16- Modelos de movimiento flagelar y ciliar.
El de los flagelos (izquierda) produce ondas que se desplazan desde la
base a la punta o en sentido contrario y el organismo se impulsa. El de
las cilias presenta dos fases (derecha): golpe efectivo y golpe de
recuperación. Las flechas indican el movimiento del agua.

La pared celular rígida de células eucariotas es  más senci-
lla en composición química que la procariota (peptidoglica-
no, ácidos teicoicos, lipoproteinas), presenta en general un
polisacárido sencillo con un solo monómero, como la celu-
losa, pectina. Otras contienen sustancias inorgánicas como
la sílice (diatomeas) o carbonato de calcio (algunas algas).
Los hongos presentan celulosa, quitina o glucano.

Cilias y flagelos
Estos apéndices citoplasmáticos son organelos relacio-
nados con la movilidad celular en eucariotas y se diferen-
cian entre si por su longitud: las cilias miden entre 5 y 20
micras de longitud, mientras que los flagelos pueden al-
canzar 100 a 200 micras.

Otra diferencia la constituye la forma de moverse: los fla-
gelos presentan movimiento ondulante, si la onda se mue-
ve desde la base a la punta, la célula es empujada hacia
delante, mientras que las cilias lo hacen con una vibra-
ción con dos fases distintivas: en el golpe efectivo la cilia
actúa como un remo, por lo que impulsa al organismo hacia
delante (figura 16). A continuación la cilia se pliega a lo
largo, mientras es arrastrado hacia delante en el golpe de
recuperación, para preparar otro golpe efectivo. El orga-
nismo ciliado coordina los golpes de modo que algunas
cilias están en fase de recuperación mientras que otras
están en fase efectiva. De este modo se coordina el movi-
miento en el agua.
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les se transportan de las cisternas en formación hacia las
más maduras por vesículas que se desprenden por ge-
mación y se desplazan al saco siguiente.

El aparato de Golgi está presente en la mayoría de las
células eucariotas, pero muchos hongos y protozoos ci-
liados pueden carecer de una estructura visible. Este apa-
rato prepara a los materiales para su secreción, variando
la naturaleza exacta de su rol según el organismo. Partici-
pa a menudo en el desarrollo de membranas celulares y
en la secreción de sustancias. En todos los casos los ma-
teriales se desplazan del RE al AG. Las vesículas se des-
prenden del RE por gemación y se fusionan con las cis-
ternas del Golgi recién formadas (cis) (glucoproteínas con
hidratos de carbono de cadena corta).

Una función muy importante del AG y el RE es la síntesis de
otro organelo, el lisosoma, presente en numerosos microor-
ganismos y en plantas y animales. Son cuerpos esféricos
cubiertos por membrana, su tamaño varía desde 50 nm has-
ta varias micras. Participan en la digestión intracelular y con-
tienen las enzimas necesarias para la degradación de ma-
cromoléculas (hidrolasas, que funcionan mejor a pH bajo).

Estos organelos son muy importantes en los organismos que
se nutren por endocitosis: fagocitosis si se engloban partí-
culas de gran tamaño e incluso otros microorganismos para
formar una vacuola fagocítica o fagosoma. En la pinocitosis,
se atrapan pequeñas cantidades de líquido circundante con
solutos y se forman vesículas pinocítcas o pinosomas.

El material de estos denominados endosomas es digeri-
do con ayuda de lisosomas formando las vacuolas alimen-
ticias. Los nutrientes digeridos pasan al citoplasma. Los
lisosomas realizan estas funciones sin liberar sus enzi-
mas digestivas al citoplasma, que destruiría a la célula.
Todo este complejo sistema de organelos membranosos
están coordinados para regular la entrada y salida de ma-
teriales de la célula.

Ribosomas
Es de tamaño superior al procariota (70S) y es un dímero
formado por subunidades de 60S y 40S, con un diámetro
de aproximadamente de 22nm, coeficiente de sedimenta-
ción de 80S y PM de 4.106. Cuando está unido al RE ru-
goso lo hace por la subunidad 60S. Su rol es la síntesis

proteica, las que penetran en el RE para su transporte,
pueden ser secretadas (al núcleo, mitocondria, cloroplas-
to) o permanecer integradas a la membrana.

Mitocondrias
En estos importantes organelos (figura 14) tiene lugar la
actividad del ciclo de los ácidos tricarboxílicos y la gene-
ración de ATP por transporte de electrones a nivel del sus-
trato y por fosforilación oxidativa. Al microscopio electró-
nico se ven como estructuras cilíndricas de 0,3 a 1,0 por 5
a 10 µm (tamaño similar a las células bacterianas). Pue-
den presentarse mucha cantidad o una sola muy grande
por célula.

Presentan doble membrana, la interna presenta invagina-
ciones conocidas como crestas, que aumentan mucho la
superficie. Las crestas pueden aparecer en forma lami-
nar, de disco o de túbulo. La membrana interna engloba a
la matriz mitocondrial, densa que contiene a los riboso-
mas, ADN y a menudo gránulos de fosfato de calcio.

Los ribososmas mitocondriales son más pequeños que
los citoplasmáticos y se parecen a los bacterianos por el
tamaño, las subunidades y el ADN circular. Las enzimas
responsables de la generación de energía se ubican sola-
mente en la membrana interna, donde muchas pequeñas
esferas (partículas F1) están adheridas por un pedúnculo
a la superficie interna  y sintetizan ATP en la respiración.

Las enzimas del ciclo ATC y las de la ß oxidación de los
ácidos grasos, se localizan en la matriz.

Las mitocondrias así como los cloroplastos se reprodu-
cen por fisión binaria y como se parecen a las bacterias,
apoyan la hipótesis de la simbiosis de células procariotas
para formar una eucariota.

Cloroplastos
La clase más importante de plastidios (organelos para la
síntesis y almacenamiento de reservas nutritivas) son los
cloroplastos, que presentan clorofila y son el lugar donde
se realiza la fotosíntesis (figura 14). Varían en forma y
tamaño, pero en general son ovalados (2-4 por 5-10 mi-
cras), aunque algunas algas poseen un único cloroplasto
gigante que llena casi toda la célula. Son organelos de
doble membrana con una matriz llamada estroma, den-
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tro de la membrana interna con ADN, ribosomas gotas de
lípidos, gránulos de almidón. La membrana interna se re-
pliega formando unos sacos aplanados llamados tilacoi-

des. En muchas algas grupos de tilacoides en forma de
disco se apilan como monedas para formar los grana.

La fase oscura de la fotosíntesis (reducción del CO
2
) ocu-

rre en el estroma y la captación de energía lumínica para
generar ATP, NADPH y O

2
 (fase luminosa), se localiza en

las membranas de los tilacoides, donde se encuentra la
clorofila y el sistema transportador de electrones.

Núcleo
Es el organelo más visible de las células eucariotas y fue
descripto desde 1831, almacena la información genética

y es el centro de control celular. Están limitados por mem-
branas, la externa y la interna de 5-7 micras (membrana
unitaria). La envoltura continúa en algunos puntos con el
RE y la membrana externa está recubierta de ribosomas.
La cromatina es la zona que contiene el ADN, que si bien
se encuentra dispersa, se condensa durante la mitosis,
formando los cromosomas. Numerosos poros (diámetro
aproximado de 70 micras) penetran la envoltura y se for-
man por la fusión de ambas membranas. Los poros son
una ruta de transporte entre el núcleo y el citoplasma.

El nucleolo es un organelo complejo que no está rodeado
de membranas, se observa en células en reposo pero
desaparece en la mitosis. Desempeña importante papel
en la síntesis de ribosomas. El ADN del organizador nu-

Figura 14- Mitocondrias y cloroplastos
Izquierda: Mitocondria. Arriba: Esquema de una mitocondria; abajo: micrografía electrónica de transmisión (x 85.000) donde se observan las
membranas externas e internas de las crestas y las inclusiones de la matriz. Alrededor se aprecia el RE rugoso.
Derecha: Cloroplasto. Arriba: cloroplastos de una Euglena, rodeado por membrana doble y los tilacoides están dispuestos en grupos de tres o más.
Se aprecian gotitas de lípidos (L), gránulo de paramilo (P) y franjas de la película (Pe) (Prescott et al., 1999).
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les se transportan de las cisternas en formación hacia las
más maduras por vesículas que se desprenden por ge-
mación y se desplazan al saco siguiente.

El aparato de Golgi está presente en la mayoría de las
células eucariotas, pero muchos hongos y protozoos ci-
liados pueden carecer de una estructura visible. Este apa-
rato prepara a los materiales para su secreción, variando
la naturaleza exacta de su rol según el organismo. Partici-
pa a menudo en el desarrollo de membranas celulares y
en la secreción de sustancias. En todos los casos los ma-
teriales se desplazan del RE al AG. Las vesículas se des-
prenden del RE por gemación y se fusionan con las cis-
ternas del Golgi recién formadas (cis) (glucoproteínas con
hidratos de carbono de cadena corta).

Una función muy importante del AG y el RE es la síntesis de
otro organelo, el lisosoma, presente en numerosos microor-
ganismos y en plantas y animales. Son cuerpos esféricos
cubiertos por membrana, su tamaño varía desde 50 nm has-
ta varias micras. Participan en la digestión intracelular y con-
tienen las enzimas necesarias para la degradación de ma-
cromoléculas (hidrolasas, que funcionan mejor a pH bajo).

Estos organelos son muy importantes en los organismos que
se nutren por endocitosis: fagocitosis si se engloban partí-
culas de gran tamaño e incluso otros microorganismos para
formar una vacuola fagocítica o fagosoma. En la pinocitosis,
se atrapan pequeñas cantidades de líquido circundante con
solutos y se forman vesículas pinocítcas o pinosomas.

El material de estos denominados endosomas es digeri-
do con ayuda de lisosomas formando las vacuolas alimen-
ticias. Los nutrientes digeridos pasan al citoplasma. Los
lisosomas realizan estas funciones sin liberar sus enzi-
mas digestivas al citoplasma, que destruiría a la célula.
Todo este complejo sistema de organelos membranosos
están coordinados para regular la entrada y salida de ma-
teriales de la célula.

Ribosomas
Es de tamaño superior al procariota (70S) y es un dímero
formado por subunidades de 60S y 40S, con un diámetro
de aproximadamente de 22nm, coeficiente de sedimenta-
ción de 80S y PM de 4.106. Cuando está unido al RE ru-
goso lo hace por la subunidad 60S. Su rol es la síntesis

proteica, las que penetran en el RE para su transporte,
pueden ser secretadas (al núcleo, mitocondria, cloroplas-
to) o permanecer integradas a la membrana.

Mitocondrias
En estos importantes organelos (figura 14) tiene lugar la
actividad del ciclo de los ácidos tricarboxílicos y la gene-
ración de ATP por transporte de electrones a nivel del sus-
trato y por fosforilación oxidativa. Al microscopio electró-
nico se ven como estructuras cilíndricas de 0,3 a 1,0 por 5
a 10 µm (tamaño similar a las células bacterianas). Pue-
den presentarse mucha cantidad o una sola muy grande
por célula.

Presentan doble membrana, la interna presenta invagina-
ciones conocidas como crestas, que aumentan mucho la
superficie. Las crestas pueden aparecer en forma lami-
nar, de disco o de túbulo. La membrana interna engloba a
la matriz mitocondrial, densa que contiene a los riboso-
mas, ADN y a menudo gránulos de fosfato de calcio.

Los ribososmas mitocondriales son más pequeños que
los citoplasmáticos y se parecen a los bacterianos por el
tamaño, las subunidades y el ADN circular. Las enzimas
responsables de la generación de energía se ubican sola-
mente en la membrana interna, donde muchas pequeñas
esferas (partículas F1) están adheridas por un pedúnculo
a la superficie interna  y sintetizan ATP en la respiración.

Las enzimas del ciclo ATC y las de la ß oxidación de los
ácidos grasos, se localizan en la matriz.

Las mitocondrias así como los cloroplastos se reprodu-
cen por fisión binaria y como se parecen a las bacterias,
apoyan la hipótesis de la simbiosis de células procariotas
para formar una eucariota.

Cloroplastos
La clase más importante de plastidios (organelos para la
síntesis y almacenamiento de reservas nutritivas) son los
cloroplastos, que presentan clorofila y son el lugar donde
se realiza la fotosíntesis (figura 14). Varían en forma y
tamaño, pero en general son ovalados (2-4 por 5-10 mi-
cras), aunque algunas algas poseen un único cloroplasto
gigante que llena casi toda la célula. Son organelos de
doble membrana con una matriz llamada estroma, den-
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tro de la membrana interna con ADN, ribosomas gotas de
lípidos, gránulos de almidón. La membrana interna se re-
pliega formando unos sacos aplanados llamados tilacoi-

des. En muchas algas grupos de tilacoides en forma de
disco se apilan como monedas para formar los grana.

La fase oscura de la fotosíntesis (reducción del CO
2
) ocu-

rre en el estroma y la captación de energía lumínica para
generar ATP, NADPH y O

2
 (fase luminosa), se localiza en

las membranas de los tilacoides, donde se encuentra la
clorofila y el sistema transportador de electrones.

Núcleo
Es el organelo más visible de las células eucariotas y fue
descripto desde 1831, almacena la información genética

y es el centro de control celular. Están limitados por mem-
branas, la externa y la interna de 5-7 micras (membrana
unitaria). La envoltura continúa en algunos puntos con el
RE y la membrana externa está recubierta de ribosomas.
La cromatina es la zona que contiene el ADN, que si bien
se encuentra dispersa, se condensa durante la mitosis,
formando los cromosomas. Numerosos poros (diámetro
aproximado de 70 micras) penetran la envoltura y se for-
man por la fusión de ambas membranas. Los poros son
una ruta de transporte entre el núcleo y el citoplasma.

El nucleolo es un organelo complejo que no está rodeado
de membranas, se observa en células en reposo pero
desaparece en la mitosis. Desempeña importante papel
en la síntesis de ribosomas. El ADN del organizador nu-

Figura 14- Mitocondrias y cloroplastos
Izquierda: Mitocondria. Arriba: Esquema de una mitocondria; abajo: micrografía electrónica de transmisión (x 85.000) donde se observan las
membranas externas e internas de las crestas y las inclusiones de la matriz. Alrededor se aprecia el RE rugoso.
Derecha: Cloroplasto. Arriba: cloroplastos de una Euglena, rodeado por membrana doble y los tilacoides están dispuestos en grupos de tres o más.
Se aprecian gotitas de lípidos (L), gránulo de paramilo (P) y franjas de la película (Pe) (Prescott et al., 1999).
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donde se realizan muchos procesos bioquímicos. Está for-
mada por un 70 a 85% de agua, que se encuentra como
agua en estado libre, osmóticamente activa, o ligada, como
agua de hidratación de proteínas y otras macromolécu-
las. El pH es cercano a la neutralidad, pero puede variar
ampliamente (las vacuolas de los protozoos pueden tener
pH de 3 a 4).

Los microfilamentos constituyen filamentos de proteí-
nas con diámetro entre 4 a 7 nm, pueden estar distribui-
dos por la matriz del citoplasma u organizados en redes y
participan en el movimiento y cambios de formas de las
células (movimiento ameboide, de los gránulos y corrien-
tes citoplasmáticas). La proteína constitutiva es una acti-
na, similar a la proteína contráctil del tejido muscular.

Los microtúbulos, tienen forma de cilindros finos de 25
nm de diámetro formados por dos subunidades proteicas
esféricas que forman un cilindro con varias subunidades en
cada vuelta. Estos ayudan a mantener la forma celular, par-
ticipan con los microfilamentos en el movimiento celular y
actúan en procesos de transporte a través de la célula.

Los microtúbulos están también presentes en estructuras
que participan en movimientos celulares: huso mitótico,

cilias y flagelos. Ciertas sustancias como la colchicina al-
teran la estructura de los microtúbulos y bloquean la mito-
sis y el movimiento de la célula.

Las células procariotas carecen de este citoesqueleto

organizado y no presentan proteínas similares a la actina.

Retículo endoplasmático (RE) y aparato de Golgi (AG)

RE: Además del citoesqueleto, el citoplasma está ocupado
por una red de túbulos membranosos ramificados y fusio-
nados de 40 a 70 nm de diámetro y sacos aplanados  que
constituyen el RE. Cuando existe activa síntesis de proteí-
nas para excretar, el RE aparece cubierto de ribosomas
(retículo granular o rugoso). Las células que sintetizan gran
cantidad de lípidos presentan una RE liso o agrunular.

Funciones: transporte de proteínas, lípidos y otros mate-
riales a través de la célula y es también un importante
lugar de síntesis de membrana celular.

AG: es un organelo membranoso compuesto de 4 a 8
sacos membranosos aplanados o cisternas, llamado dic-
tiosoma y no presentan ribosomas. En los extremos de
las cisternas se ubica una red compleja de túbulos y vesí-
culas (diámetro de 20 a 100nm). Parece que los materia-

Cuadro 7- Funciones de los organelos eucariotas

Membrana citoplasmática Barrera semipermeable con sistema de transporte, soporte mecánico de la célula,
adhesión a superficies, secreción.

Citoplasma Matriz donde se ubican los organelos y se realizan procesos metabólicos

Microfilamentos, microtúbulos Estructura y movimientos celulares, forman el citoesqueleto

Retículo endosplasmático Transporte de materiales, síntesis de proteínas y lípidos

Ribosomas Síntesis proteica

Aparato de Golgi Secreción de materiales diversos, lisosomas

Mitocondrias Producción de energía, ciclo de los ácidos tricarboxílicos (ATC), transporte de
electrones, fosforilación oxidativa y otras vías

Cloroplastos Fotosíntesis

Núcleo Alberga la información genética, control celular

Nucleolo Síntesis de ARN robosomal, formación de los ribosomas

Pared celular y película Forma y estructura a la célula

Cilias y flagelos Movimiento celular
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clear (parte de un cromosoma específico) dirige la pro-
ducción de ARN ribosomal (rARN) que se combina con
proteínas ribosomales  de la matriz citoplasmática, para
formar las subunidades ribosomales parcialmente acaba-
das, las que dejan el núcleo a través de los poros de la
envoltura y maduran en el citoplasma.

La división celular de una célula eucariota se realiza
asexualmente mediante el proceso de mitosis (división nu-
clear y transmisión cromosómica) o mediante la fusión de
núcleos y reducción cromática (ciclo sexual). El proceso de
división celular ocupa solo una pequeña parte de la vida de
un organismo (ciclo celular). El crecimiento celular ocurre
en la interfase, parte del ciclo celular entre dos mitosis.

Las células diploides pueden permanecer como tales du-
rante su vida o en algún momento pueden reducir el nú-
mero de cromosomas a la mitad (células haploides), las
que pueden actuar como gametos  y fusionarse para vol-
ver a formar organismos diploides, mediante el proceso
de meiosis (figura 15)(Prescott et al., 1999).

Estructuras externas
Las células eucariotas presentan numerosas capas pro-
tectoras o de soporte externas a la membrana citoplas-
mática. Muchos microorganismos carecen de pared  ce-
lular, como las amebas. La mayoría de las membranas
eucariotas contienen esteroles, como el colesterol que le
confieren resistencia mecánica.
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Figura 15- Esquema de una ciclo celular en eucariotas

Figura 16- Modelos de movimiento flagelar y ciliar.
El de los flagelos (izquierda) produce ondas que se desplazan desde la
base a la punta o en sentido contrario y el organismo se impulsa. El de
las cilias presenta dos fases (derecha): golpe efectivo y golpe de
recuperación. Las flechas indican el movimiento del agua.

La pared celular rígida de células eucariotas es  más senci-
lla en composición química que la procariota (peptidoglica-
no, ácidos teicoicos, lipoproteinas), presenta en general un
polisacárido sencillo con un solo monómero, como la celu-
losa, pectina. Otras contienen sustancias inorgánicas como
la sílice (diatomeas) o carbonato de calcio (algunas algas).
Los hongos presentan celulosa, quitina o glucano.

Cilias y flagelos
Estos apéndices citoplasmáticos son organelos relacio-
nados con la movilidad celular en eucariotas y se diferen-
cian entre si por su longitud: las cilias miden entre 5 y 20
micras de longitud, mientras que los flagelos pueden al-
canzar 100 a 200 micras.

Otra diferencia la constituye la forma de moverse: los fla-
gelos presentan movimiento ondulante, si la onda se mue-
ve desde la base a la punta, la célula es empujada hacia
delante, mientras que las cilias lo hacen con una vibra-
ción con dos fases distintivas: en el golpe efectivo la cilia
actúa como un remo, por lo que impulsa al organismo hacia
delante (figura 16). A continuación la cilia se pliega a lo
largo, mientras es arrastrado hacia delante en el golpe de
recuperación, para preparar otro golpe efectivo. El orga-
nismo ciliado coordina los golpes de modo que algunas
cilias están en fase de recuperación mientras que otras
están en fase efectiva. De este modo se coordina el movi-
miento en el agua.
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Figura 12- Ultraestructura de una endospora bacteriana y
bacilos esporulados y capsulados

Organización de la célula eucariota

 Las células eucariotas se diferencian principalmente de
las procariotas por poseer diversos organelos membra-
nosos complejos en el citoplasma y por contener la mayor
parte de su material genético contenido en un núcleo con
membrana nuclear.

La presencia de numerosos microtúbulos, microfilamen-
tos confieren a esta célula su forma característica e inter-
vienen además en su movilidad y en el transporte intrace-
lular. El material genético se transmite a las células hijas
mediante los procesos de mitosis (asexual) y meiosis (re-
producción sexual).

Sin embargo a pesar de estas importantes diferencias y
otras debidas al tamaño y morfología de las células, mu-
chas son las similitudes entre ambos tipos de células, so-
bretodo a nivel metabólico y bioquímico.

Presentaremos una pequeña revisión de este tipo celular
(figura 13) que por otra parte ha sido exhaustivamente
analizada en cursos previos, por constituir la unidad bio-
lógica de los animales, vegetales y de los microorganis-
mos eucariotas: algas, protozoos y hongos.

En resumen: las diferencias más obvias entre ambos ti-
pos celulares radican en la presencia y rol de las mem-
branas. Estas rodean al núcleo en las células eucariotas
y también a sus organelos. La división del interior de una

célula eucariota por sistemas membranosos permite el
desarrollo de funciones bioquímicas y fisiológicas diferen-
tes en compartimentos separados, de modo que puedan
ocurrir simultáneamente y con mayor facilidad, en forma
coordinada y con regulación adecuada.

Los procesos bioenergéticos y fotosintéticos pueden rea-
lizarse más eficientemente  ya que se localizan exclusiva-
mente en membranas. También se facilita el transporte
de nutrientes  a través de la célula. El cuadro 7 describe a
los principales organelos de las células eucariotas y sus
funciones.

Citoplasma y filamentos citoplasmáticos
La matriz citoplasmática es una de las partes más impor-
tantes y complejas de la célula ya que constituye el lugar

Figura 13- Ultraestructura de una célula eucariota
VA vacuola autofágica, C centriolo, C cloroplasto, Ci  cilias, CR
cromatina, VD vacuola digestiva, F microfilamentos, G glucógeno,
AG aparato de Golgi, GL gotas de lípidos, M mitocondrias, MT
microtúbulos, N núcleo, UN nucleolo, P peroxisoma, LP lisosoma
primario, MP membrana pasmática, VP vesícula pinocitósica, R
ribosomas y polisomas, CuR cuerpo residual, RER retículo
endoplasmático rugoso, REL  retículo liso, VS vacuola de secreción
(Prescott et al., 1999).
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Por el contrario, la ultraestructura de cilios y flagelos es
muy similar: son cilindros rodeados de una membrana de
unas 0,2 micras. En la matriz se encuentran 9 pares de
microtúbulos dispuestos en círculo alrededor de dos mi-
crotúbulos centrales (modelo 9+2) (figura 17).

El cuerpo basal se ubica en el citoplasma, en la base de
cada cilia y flagelo (figura 17), se trata de un cilindro corto
con nueve pares de microtúbulos alrededor de su perife-
ria (modelo 9+0), separado por una placa basal. El movi-
miento requiere ATP y la proteína dineína lo hidroliza. Estos
organelos vibran a ritmo de 10 a 40 golpes u ondas por
segundo, impulsando rápidamente a los microorganismos.

Resumen: el cuadro 8 resume  las principales característi-
cas de ambos tipos de células, la procariota y la eucariota
Las bacterias y las arquerobacterias son procariotas, el
resto de los organismos (algas, hongos, protozoos, plan-
tas y animales)  son eucariotas. Las células procariotas
son en general más pequeñas, del orden del tamaño de
las mitocondrias y cloroplastos eucariotas.

La presencia del núcleo eucariota es la diferencia más
obvia entre ambos tipos celulares. El cuadro 8 muestra
que las células procariotas presentan una estructura mu-
cho más sencilla.

*  Carecen de organelos rodeados por membrana

*  No presentan mitosis ni meiosis y su organización ge-
nética es más simple (capítulo 5)

* No realizan fagocitosis ni pinocitosis, digestión intrace-
lular, no presentan corrientes citoplasmáticas dirigidas
ni movimiento ameboide

*  No puede albergar endosimbiontes
* Su nutrición se debe a procesos de ósmosis, hechos

explicables por la pared rígida que envuelve a la célula.

Sin embargo, desde el punto de vista metabólico y bioquími-
co, las semejanzas son marcadas. Los constituyentes quími-
cos son similares, con pocas excepciones el código genético
es el mismo así como los metabolismos básicos de síntesis
de macromoléculas y de generación de energía.

Los virus

Se aplica el término virus a entidades biológicas submicros-
cópicas muy simples, desprovistas de actividad metabólica
e incapaces de reproducirse fuera del organismo que para-
sitan. Alternan su ciclo de vida en dos fases: la extracelular,
donde se comportan como partícula inerte, aunque infeccio-
sa, el virión; y la intracelular, en la cual el virus se presenta
como ácido nucleico replicable y la célula del huésped (ani-
mal, vegetal o microbiana) gobernada por este ácido nuclei-
co, réplica todos los componentes virales, provocando la in-
fección daños celulares e incluso la lisis de las mismas.

cb

cl

Figura 17- Ultraestructura de las cilias. Izquierda: cuerpo basal (cb) y la cilia (cl) con los microtúbulos centrales y periféricos
(x100.000). Derecha: corte transversal de cilias con los dos microtúbulos centrales rodeados por nueve pares de microtúbulos

(x160.000) (Prescott et al., 1999).
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de gruesas paredes que la hacen resistentes a radiaciones,
desecación, luz UV. El escaso citoplasma se encuentra en
un estado "criptobiótico" sin actividad enzimática y muy de-
secado. Una nueva molécula se sintetiza: el ácido dipicolíni-
co (piridin di benzoico) que forma complejos organo-metáli-
cos o quelatos con metales como el Ca, Mg, etc. impidiendo
que actúen como cofactores de enzimas. Este ejemplo de
ciclo celular se revierte cuando las condiciones se hacen fa-
vorables (humedad, nutrientes, temperatura adecuados).  La
célula se rehidrata, pierde sus capas externas y el ácido di
picolínico y retoma su morfología típica, las funciones fisioló-
gicas y comienza la división celular. Un shock térmico breve
ayuda a desencadenar estos eventos.

Las esporas constan de una cubierta externa, el exospo-
rio, la corteza, en el espacio entre las dos membranas,
donde se acumulan el calcio y el ácido dipicolínico y el
protoplasto, en estado criptobiótico.

La figura 11 (Prescott et al., 1999). presenta un esquema
de la formación de una endospora en un bacilo y la figura
12 presenta la ultraestructura de una endospora al mi-
croscopio electrónico.

Luego de una serie de etapas que en Bacillus megate-

rium lleva sólo unas 10 horas, se aprecia en los cultivos
las esporas libres, refringentes, sin mucho contraste con
el medio.

Cuadro 6- Carácterísticas de las endosporas
bacterianas

� Resistencia al calor, radiación, desecación. Pérdida
de agua y síntesis de ácido dipicolínico, que quelata
minerales impidiendoles actuar como coenzimas

� Producidas principalmente por los géneros Bacillus,

Clostridium y Sporosarcina

� Permiten la sobrevivencia en ambientes desfavorables
por mucho tiempo

� El ADN está protegido por ácido dipicolínico y proteí-
nas

� Luego de la activación por estrés, shock térmico, la
disponibilidad de nutrientes dispara la germinación y
el crecimiento

� La localización en la célula (terminales, intercalares),
se usa como carácter taxonómico

Figura 11- For mación de una endospora bacteriana
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En algunas bacterias el ADN se integra al genoma y se
replica ordenadamente con la célula (lisogenia).

Los constituyentes esenciales de un virus son: un solo
ácido nucleíco ADN o ARN de cadena simple o doble y
una envoltura protectora o cápside de arquitectura heli-
coidal o polihédrica, formada de subunidades proteicas
(figura 19). Algunos virus poseen envolturas adicionales
con lípidos y polisacáridos. Las proteínas poseen carác-
ter antigénico y permiten su reconocimiento.

El ADN de varios virus bacterianos, llamados bacteriófa-

gos, es circular, como los plásmidos y el cromosoma bac-
teriano, elementos genéticos muy relacionados a los virus.

Los bacteriófagos, también llamados fagos, se caracte-
rizan por:

Contener pequeñas moléculas de ADN o ARN y una cu-
bierta o cápside proteica que lo protege en el ambiente.

 ➤ ➤

 ➤ ➤

 ➤  ➤

Cuadro 8- Comparación entre células procariotas y eucariotas

Organización genética Eucariota Procariota

Nucleoplasma con membrana si no

Nº de cromosomas varios 1 (?)

Nucleolos si no

Cromosomas con histonas si no

División mitótica si no

ADN en organelos si no

Recombinación por:
i)  fusión de gametos si no
ii) diploides parciales no si

Estructura citoplasmática

Retículo endoplasmático si no

Aparato de Golgi si no

Lisosomas si no

Mitocondrias si no

Ribosomas 80S (70S en organelos) 70S

Microtúbulos si no

Organelos con membrana no unitaria no si

Pared con peptidoglicano No si

plásmido cromosoma

bacteriófago

Algunos pueden presentar otra envoltura más externa, de
carácter lipídica.

En la célula huésped penetra sólo el ácido nucleico.
Son entidades biológicas autoreplicativas: se multiplican
dentro de las bacterias (ciclo lítico).

Los fagos virulentos sólo se propagan por el ciclo líti-

co y los temperados pueden propagarse por ciclos

líticos o lisogénicos.

Ciclo lítico de infección
 Se distinguen varias fases:
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narían lisis celular o cambios bruscos de pH. Algunos in-
clusiones están rodeadas por una membrana no unitaria
de una sola capa de unos 2-4 nm de espesor (azufre, al-
gunos de glicógeno, carboxisomas y vesículas de gas).
Se distinguen (figura 10) (Madigan et al., 2000):

�  gránulos de almacenamiento-polifosfato, fenoxialcanos,
como el ácido β-OH butírico (PHB), principal material
carbonado de reserva de las células procariotas, azu-
fre en bacterias fotosintéticas anoxigénicas

�  vesículas de gas, para la flotación

�  membranas que albergan pigmentos fotosintéticos y
enzimas respiratorias

El PHB es un polímero con moléculas de β-hidroxibutirato
unidas por enlaces éster entre los grupos carboxilo e hidroxi-
lo de moléculas adyacentes (figura 10 a). En general se ob-
servan en coloraciones al microscopio óptico, y están forma-
dos por una sola molécula por célula, evitando la lisis osmó-
tica por acumulación de moléculas monoméricas (alta pre-
sión osmótica) y la elevación del pH por los grupos –COOH
terminales, que en el polímero se neutralizan por unión éster
con grupos hidroxilos. El glicógeno se dispersa más unifor-
memente en la matriz en gránulos más pequeños y a veces
sólo se los aprecia en el microscopio electrónico.

Las cianobacterias acumulan gránulos de cianoficina,
polipéptidos grandes con cantidades iguales de dos ami-
noácidos: arginina y ácido aspártico. Se pueden ver con
el microscopio de luz y se forman ante exceso de nitróge-
no en el medio. Los carboxisomas se presentan como po-
límeros en forma de gránulos de unos 100 nm de diáme-
tro y se encuentran en algunas cianobacterias, bacterias
autótrofas como las  nitrificantes y los thiobacilos. Consti-
tuyen una reserva de la enzima ribulosa 1-5 bifosfato car-
boxilasa y pueden ser el lugar de la fijación del CO

2
.

Las vacuolas de gas se encuentran en cianobacterias,
bacterias fotosintéticas purpúreas y verdes y en otras es-
pecies acuáticas, lo que les permite flotar cerca de la su-
perficie y alcanzar las cantidades necesarias de luz, O

2
 y

nutrientes necesarios.  Están formadas por las vesículas
de gas cuya membrana está formada por proteínas que
forman un cilindro rígido impermeable al agua, pero per-
meable a los gases. Estas pueden colapsar y la bacteria
desciende.

Polifosfatos o gránulos de volutina: unidos por enlaces
ésteres, constituyen reservas de fosfato y de energía. Tam-
bién se llaman gránulos metacromáticos, por el cambio
de color del rojo al azul con azul de metileno o azul de
toluidina. Son muy llamativos los gránulos de azufre, ama-
rillos y brillantes que muchas veces llenan el citoplasma
de bacterias fotosintéticas sulfurosas.

Endosporas
Cuando las condiciones del ambiente se tornan desfavora-
bles, ciertos géneros de bacterias (Bacillus, Clostridium, Spo-

rosarcina) son capaces de formar estructuras terminales o
intercalares, llamadas esporas (cuadro 6).  Están formadas

Sistemas membranosos diferentes a los mesosomas se
aprecian en bacterias fotosintéticas como las cianobacte-
rias (vesículas clorobio), en las bacterias fotosintéticas
purpúreas y en bacterias nitrificantes (sáculos aplanados)
(figura 10). Su función puede ser la de ofrecer una super-
ficie mayor para realizar funciones metabólicas en forma
más intensa (localización de pigmentos fotosintéticos,
enzimas respiratorias).

a

b

c

d

e

Figura 10- Inclusiones citoplasmáticas
a) Gránulos de lípidos (ácido poli β-OH butírico: PHB)
b) y c) Membrana fotosintética en láminas (bacterias purpúreas)
c) Membrana y vesículas individuales (clorobio) en bacterias purpúreas
d) Clorosomas unidos a la membrana plasmática (bacterias verdes)
e) Bacterioclorofila asociada directamente a la membrana plasmática

(Heliobacterium)

PHB
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� de adsorción: el ciclo lítico comienza cuando una par-
tícula fágica tiene posibilidad de colisionar con una
célula huésped; si el virión posee un sitio de adsor-
ción químicamente complementario de un sitio recep-
tor de la superficie celular, ocurre una adsorción irre-
versible. Estos receptores se encuentran en bacte-
rias G- en la capa externa lipoproteica de la pared o
bien a nivel de la capa lipopolisacárida. Para algunos
fagos el receptor se encuentra en los apéndices, fla-
gelos o pili.

� la fijación y penetración: se realiza por las fibras de la
cola y una enzima (la lisozima) comienza a actuar, rom-
piendo los enlaces glucosídicos del peptidoglicano. Lue-
go el bacteriófago inyecta su ADN en la célula median-
te una contracción de las fibras de la cola, quedando
afuera el resto del virión (cabeza y cola).

Se comprobó radioquímicamente que sólo el ADN pe-
netra en la célula, marcándolo con P32 (la radioactivi-
dad del ADN viral queda en las bacterias); las proteí-
nas, marcadas con S34, se detectaron fuera de las cé-
lulas (figura 20) (Madigan et al., 2000).

� fase de eclipse con dos etapas:
* formación de proteínas tempranas: el virus dentro de

la célula deja de existir como entidad independiente,
se dice que entra en fase vegetativa y se habla de
fago vegetativo. Parte del ADN viral es transcripto por
ARN polimerasa del huésped para formar ARN men-
sajero viral. Los ribosomas del huésped traducen este
mARN y forman nuevas enzimas (las tempranas), in-
cluyendo las necesarias para la replicación del ADN
viral y una nueva ADN polimerasa y desoxirribonuclea-
sa que destruye el ADN del huésped.

 * replicación del ADN del fago: la de una molécula de
ADN circular puede ocurrir de dos maneras: en el mo-
delo simétrico, las dos cadenas tienen igual papel,
mientras que en el modelo asimétrico, una cadena no
se rompe y la otra se hace lineal. En fagos con ADN
monocatenario, éste es rápidamente convertido en
doble hélice por una ADN polimerasa bacteriana.

Las moléculas de ADN pueden sufrir mutaciones con
ruptura y unión de pares de bases; si la bacteria estu-
viera infectada por dos fagos diferentes pero genética-

Figura 19-   Estructura de algunos virus
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Figura 7- Esquema de la estructura de un flagelo bacteriano

La figura 7 muestra la ultraestructura del flagelo bacteria-
no, con la parte más larga, el filamento, el gancho de an-
claje a la célula y el cuerpo basal, embebido en la célula.
En bacterias G- se presentan en este cuerpo basal 4 ani-
llos unidos por  una varilla central: el L y P se asocian con
el lipopolisacárido de la membrana externa y el peptido-
glicano, respectivamente y el anillo interno M se contacta
con la membrana plasmática y el gancho, que es un seg-
mento curvo y corto que une el filamento al cuerpo basal,
acoplándolo. En bacterias G+ se presentan sólo dos ani-
llos, uno interno relacionado a membrana plasmática y
otro externo, vinculado al peptidoglicano.

La flagelina es una proteína flexible cuyo PM varía entre
30 y 60.000. Algunas bacterias poseen una envoltura de
lipopolisacárido por fuera, como Vibrio cholerae. Mutan-
tes de bacterias con flagelos rectos o con regiones del
gancho anormalmente largas, no pueden nadar.

Su presencia y distribución en la célula tiene carácter taxo-
nómico: monotricos (un flagelo), anfitricos (a ambos la-
dos), lofotricos (grupos de flagelos en uno o ambos extre-
mos), peritricos (alrededor de la célula) (figura 8).

Los mecanismos de acción flagelar son provocados por:

�  rotación de los anillos en el cuerpo basal, estaría dirigi-
do por gradiente de protones

�  rotación antihoraria que produce movimiento hacia de-
lante, con corridas

�  rotación horaria que causa cese del movimiento hacia
delante, con vueltas de la célula

�  corridas y vueltas controladas por quimioatrayentes y
repelentes

Las fimbrias son apéndices similares a los flagelos, pero
más cortos y más abundantes (figura 9) (Madigan et al.,
2000), no son responsables del desplazamiento celular
sino que  sirven para adherir a la célula a superficies sóli-
das. Los pelos son estructuras semejantes a las fimbrias
pero más largos, se encuentran pocos en la superficie
celular y están relacionados a la transferencia de material
genético (plásmidos, segmentos del cromosoma) y en ese
caso se llaman pelos sexuales o pili.

Inclusiones citoplasmáticas
Materiales orgánicos e inorgánicos, visibles a veces al
microscopio de luz se encuentran en la matriz citoplas-
mática. La célula almacena polímeros para evitar las con-
secuencias de altas presiones osmóticas que le ocasio-

membrana externa
peptidoglicano

anillo P

membrana citoplasmática

anillo M

anillo S

anillo L

gancho filamento
monotrico

lofotrico

anfitrico

peritrico

Figura 8- Ubicación de los flagelos en la célula bacteriana

Figura 9- Fimbrias y pili en bacterias
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mente relacionados, se pueden producir moléculas re-
combinantes de ADN fágico.

� maduración, luego que la replicación del ADN del fago
comienza, la parte no transcripta es usada para gober-
nar la síntesis del mARN viral “tardío” con la consiguien-
te formación de un segundo grupo de proteínas, entre
ellas las subunidades de la cápside. Simultáneamen-
te, las moléculas del ADN viral sufren condensación
tomando forma polihédrica.

� liberación de viriones maduros: al final del período
latente de infección lítica, otra proteína viral “tardía”
aparece en la célula: la lisozima que ataca al peptido-
glicano de la pared celular, la que va siendo debilitada
hasta su ruptura por la presión osmótica interna. La
progenie fágica se libera al ambiente con los otros cons-
tituyentes celulares. La figura 25 muestra los ciclos líti-
cos y lisogénicos

Seguimiento del ciclo lítico de un fago
La figura 21 esquematiza el procedimiento a seguir para
evidenciar la presencia de partículas de bacteriófagos y
también para realizar su recuento (partículas virales/mL).

Si bien pueden observarse en el microscopio electrónico,
ésta resulta una tarea larga y tediosa. En general se cuan-
tifican midiendo sus efectos sobre las células bacterianas
que atacan. Se habla de unidades infecciosas virales:

la mínima cantidad que causa efecto detectable sobre un
huésped sensible.

Recuento en caja: se siembran juntas diluciones del vi-
rus con un cultivo bacteriano sensible al mismo en medio
sólido adecuado para el huésped. Se observan las llama-
das playas o placas de lisis: zona de inhibición del cre-
cimiento bacteriano causado por la liberación sucesiva de
ciclos virales líticos (anticolonias).

Los resultados se expresan como unidades formadoras

de playas/mL. El agregado de un filtrado bacteriólogico
(0,45 µm) de suelo, aguas, cultivos microbianos a un me-
dio de cultivo líquido de una especie bacteriana sensible,
provocará desaparición de la turbidez (los restos de las
células lisadas se acumulan en el fondo del tubo).

Este método permite también el aislamiento de partículas
víricas, ya que se supone que cada playa deriva de una

virus

ADN
adhesión

célula huésped

inyección

ciclo lítico ciclo lisogénico

replicación
ADN viral

proteínas del
virus y unión
con el ADN inducción

integración del
ADN de virus

lisis

célula lisogenizada

división
celular

inducción lisogénica crecimiento normal

Figura 20- Ciclos líticos y lisogénico de un bacteriófago
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Plásmidos: pueden presentarse una o más moléculas
pequeñas de ADN en el citoplasma que llevan informa-
ción no vital para la célula, como resistencias a antibióti-
cos, pesticidas, metales pesados, que pueden perderse y
transferir las resistencias a células sensibles que se con-
vierten en resistentes. Son también responsables de la
transferencia de material genético de una célula a otra,
en la conjugación y son muy empleados en prácticas de
ingeniería genética.

Como material genético adicional pueden encontrarse en
la célula procariota fagos temperados (lisogénicos) y
transposones, fragmentos de ADN de pocas pares de
bases, móviles en la célula y que pueden insertarse en
distintos lugares del ADN del nucleoide o de los plásmi-
dos (capítulo 5).

Estructuras accesorias
(del exterior al interior de la célula)
Cápsulas y capas mucosas

Constituyen deposiciones de materiales altamente polime-
rizados, hidratos de carbono, péptidos, que la célula libera
al medio cuando las fuentes exceden a las necesidades de
la célula. Las células encapsuladas son resistentes a la fa-
gocitosis por protozoos o glóbulos blancos, en el caso de
los patógenos del hombre. También evita la desecación de
las células y el ataque por bacteriófagos y sustancias tóxi-
cas y colabora en la adhesión de las células a superficies
sólidas, en el mar o a superficies de tejidos en huéspedes
animales o vegetales (figura 5) (Madigan et al., 2000).

Cuando esta capa externa está bien organizada y no se
lava fácilmente, se habla de cápsula. Si el material es di-
fuso y se elimina fácilmente se denomina capa mucosa.
El término gliocalix designa a ambas estructuras. Muchas
bacterias G+ y G- y algunas arqueobacterias  presentan
una capa externa muy organizada llamada capa S, for-
mada por proteínas y glucoproteínas. El de las G- se ad-
hiere directamente a la membrana externa, en las G+ a la
superficie del peptidoglicano. Puede proteger a la célula
de cambios en el pH, fuerza iónica, enzimas o parásitos
microbianos y facilita la adhesión a superficies sólidas.

Apéndices citoplasmáticos

Las bacterias se mueven por flagelos, de estructura más sim-
ple que los de las células eucariotas. Están formados por 3

haces de fibrillas de proteínas entrelazadas y un haz central.
Son estructuras delgadas, rígidas  de unos 20 nm de ancho y
hasta 15-20 µm de largo. Deben observarse en microscopio
de campo claro, o teñirse con técnicas especiales para au-
mentar su espesor. La estructura detallada sólo se aprecia
en microscopía electrónica (figura 6) (Madigan et al., 2000).

Figura 6- Flagelos bacterianos

Figura 5- Polisacáridos extracelulares
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sola partícula fágica, todos los derivados de él serían ge-
néticamente idénticos. Los eventos ilustran una curva de
crecimiento de un solo paso. Se repica la playa de lisis en
medio de cultivo bacteriano fresco.

Los virus que atacan animales se repican en frascos con
una  monocapa de células animales. Las placas se reve-
lan por las zonas de destrucción de esas células.

Clasificación de los fagos: no se han desarrollado re-
laciones filogenéticas y se aplican propiedades como el

rango de los huéspedes y relaciones inmunológicas, pero
las más útiles son la morfología, naturaleza del ácido
nucleico y de la cápside. Los virus que atacan bacterias
presentan en general ADN, habitualmente de doble ca-
dena, presentan estructura icosaédrica (20 caras en la
proteína de la cápsula), sin cola, o virus con colas con-
tráctiles, fagos filamentosos. Hay incluso algunos con
una envoltura lipídica más externa. Los más conocidos
y de estructura más compleja son los fagos con colas
contráctiles, como los fagos conocidos como los de la
serie T de E. coli (figura 22).

Lisogenia
Muchos bacteriófagos a pesar de poder lisar a las células
del huésped, ejercen efectos menos drásticos. Son los
llamados virus temperados que pueden entrar en un
estado llamado lisogenia, donde la mayoría de los genes
virales no se expresan. En gran parte de las células de la
progenie no se forman proteínas virales, muchos de los
genes virales se han reprimido y su genoma es replicado
sincrónicamente  con el genoma del huésped, duplicán-
dose en la división celular, pasando de una generación a
otra por largos períodos de tiempo. Las células parecen
perfectamente normales.

 Pero esta bacteria, en ciertas condiciones puede espontá-
neamente o por agentes mutagénicos, como radiaciones
UV, producir viriones del virus temperado y lisar a la célula
portadora. La célula se lisa y libera los viriones maduros.
Esta relación virus-huésped se conoce como lisogenia y

Figura 21- Seguimiento de un ciclo lítico de un bacteriófago

Fagos

Bacterias

Figura 22-  Microfotografía electrónica de E. coli infectada por
el fago T

4
. Se observan  las placas basales y los tubos

proteicos de la cola
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Membrana plasmática

Ribosomas

Nucleoide

Mesosoma
Pared celular

Membrana citoplasmática y citoplasma
La membrana citoplasmática está presente en células pro-
cariotas y eucariotas, es responsable de su relación con
el ambiente y es la barrera osmótica de la célula. Su com-
posición es lipoproteica, similar en todos los sistemas bio-
lógicos por lo que se la denomina  membrana universal o
unitaria, presenta un espesor de unas 5 a 10 nm.

La mayoría de los lípidos son asimétricos y las porciones
polares son hidrófilas e interactúan con el agua, los extre-
mos no polares, o hidófobos son insolubles en agua y tien-
den a asociarse entre si, propiedades que les permite for-
mar las bicapas en las membranas. La única diferencia
encontrada entre membranas de células eu y  procariotas
en que las últimas carecen de esteroles como el coleste-
rol, aunque se detectaron moléculas pentacíclicas, simi-
lares al esterol, llamadas hopanoides, sintetizados a par-
tir de los mismos precursores que los esteroides. Estos
compuestos estabilizan la membrana bacteriana.

La membrana de las arqueobacterias difiere en composi-
ción con las de las eubacterias: los lípidos poseen enla-
ces éter en lugar de ésteres para unir los ácidos grasos al
glicerol y en lugar de los ácidos grasos poseen  compues-
tos derivados del hidrocarburo isopreno lo que le confiere
propiedades diferentes a las del resto de los organismos.
Poseen una monocapa lipídica en lugar de una bicapa y
están adaptadas a condiciones extremas.

El citoplasma de células procariotas está constituido por
la matriz citoplasmática, compuesta fundamentalmente por
agua (70%) y se presenta  empaquetado con gran núme-
ro de ribosomas, partículas esféricas formadas por pro-
teínas y ARN y responsables de la síntesis proteica. Son
de menor tamaño que los de los eucariotas (70S en lugar
de 80S). Sin embargo, los organismos eucariotas presen-
tan ribosomas del tipo bacteriano en sus organelos (mito-
condrias, cloroplastos).

El citoplasma bacteriano no presenta organelos membra-
nosos complejos como mitocondrias y cloroplastos, se
aprecian a veces estructuras membranosas, como los
mesosomas. Constituyen invaginaciones de la membra-
na plasmática en forma de túbulos, pliegues, vesículas y
son más evidentes en bacterias Gram positivas. Algunos
investigadores piensan que son artefactos generados por

la fijación química para la observación en el microscopio
electrónico. Pero como se aprecian también con otras téc-
nicas como la criofractura celular, se piensa que partici-
pan en funciones relacionadas a la formación de pared,
en la replicación del cromosoma procariota y su posterior
distribución en células hijas.

Material genético
La gran diferencia entre células pro y eucariotas lo constitu-
ye  la organización del material genético. Las procariotas
carecen de núcleo típico, rodeado por membrana. La ma-
yor parte del ADN de una bacteria está constituido por una
sola molécula de ADN, de doble cadena, muy enrollada (fi-
gura 4) (Prescott et al., 1999). El material claro a los elec-
trones es el ADN.

Figura 4- Microfotografía de célula procariota

Se habla de nucleoide,  falso núcleo, o región nuclear.
Muchas veces se lo menciona como "cromosoma bacte-

riano" con la salvedad de que su estructura no es la de un
cromosoma eucariota. Esta molécula cerrada, circular, pue-
de apreciarse a veces unido al mesosoma o a la membra-
na citoplasmática. Contiene un 60% de ADN, algo de ARN
y una pequeña cantidad de proteínas, diferentes a las his-
tonas de la célula eucariota y que facilitan su enrollamiento
(en Escherichia coli, bacilo de 2-6 µm de longitud, el ADN
mide aproximadamente 1.400 µm, lo que muestra el grado
de enrollamiento de la molécula en el citoplasma).

En procariotas de vida libre contiene unas 1-6 X 106 pares
de bases (pb), con 1000 a 5000 genes. El cromosoma
bacteriano presenta genes esenciales para la vida celu-
lar, síntesis de ribosomas, ARN mensajeros, enzimas
metabólicas.

Cuerpo de
inclusión
de PHB
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las células que poseen la capacidad latente de producir
partículas maduras de fago, se llaman lisogénicas.

Los fagos que realizan esta interacción se dicen tempe-
rados y el genoma viral en una célula lisogénica se de-
nomina profago. Parece que los bacteriófagos encuen-
tran ventajas al lisogenizar células, cuando existe priva-
ción de nutrientes antes de que las bacterias entren en
inactividad degradan  sus propios mARN y sus proteí-
nas. Esta situación complicada puede evitarse si el fago
se vuelve inactivo (lisogénico), al mismo tiempo que su
huésped. Cuando existe infección por multiplicidad de
fagos y todas las células están infectadas, el último ciclo
de multiplicación celular destruye todas las células del
huésped. Existe el riesgo de que los virus se queden sin
el huésped y se encuentren expuestos a factores noci-
vos del ambiente.

La mayoría de los fagos temperados existen como profa-
gos integrados en la bacteria lisogénica. Pero algunos,
como el fago P

1
 de E. coli se circulariza luego de la infec-

ción y comienza a fabricar el represor que impide la activi-
dad de la ARN polimerasa y la síntesis de proteínas, se
mantiene como molécula independiente y se replica al
mismo tiempo que el cromosoma del huésped.

Cuando E. coli se divide, el ADN del fago se reparte en las
células hijas, de modo que todas las células lisogeniza-
das contienen una o dos copias del genoma fágico.

La lisogenia es un importante mecanismo de transfe-
rencia de material genético en procariotes, ya que al-
guno de los virus puede encapsular trozos del ADN de
la célula infectada (defectuoso) y transferirlo a una cé-
lula receptora por mecanismo conocido como trans-

ducción (capítulo 5).
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Preguntas de repaso

1) Describa la estructura y la función de una célula bacteria-
na, indicando cuales de ellas están presentes en todas
las bacterias y cuales solamente en algunas especies.

2) Cómo puede obtener nutrientes solubles desde el
ambiente?  Y  las partículas de gran tamaño?

3) Compare la estructura y la composición química de
paredes de bacterias Gram positivas y negativas

4) Describa el material genético presente en una célula
procariota

5) Polímeros acumulados fuera de la célula: composición
y función. Usos que hace el hombre de ellos. Políme-
ros de reserva internos.

6) Apéndices celulares: comparación con los presenta-
dos en eucariotas. Función de ellos

7) Qué propiedades adquieren las células esporuladas?
Por qué la esporulación se considera una especie de
ciclo celular?

8) Por qué una bacteria no puede mantener endosim-
biontes?

9) Formas de división celular de un procariota.
10)  Cómo se explica que las bacterias colonicen ambien-

tes tan extremos (aguas termales, materiales en fer-
mentación, glaciares?

11) Señale dos momentos en la evolución de la ciencia
que contribuyeron marcadamente al conocimiento del
mundo microbiano.

12)Señale tres diferencias fundamentales entre ambos
tipos celulares y sus consecuencias en su funciona-
miento.

13)Cómo pondría en evidencia la presencia de bacterió-
fagos para bacterias entéricas (E.coli, Salmonella) en
muestras de aguas?
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de 7-8 nm constituida por lipopolisacáridos (LPS) con li-
poproteínas en la cara interna. Algunas de éstas,  llama-
das porinas, forman canales de entrada y salida de sus-
tancias de bajo peso molecular.

Otra estructura que pueda dar resistencia a la pared Gram
negativa es la zona de adhesión. La membrana externa y
la citoplasmática están en contacto directo en muchos lu-
gares (fusión de membranas), por donde pueden pasar
sustancias hacia el interior de la célula. Entre la membra-
na interna y la pared celular (también llamada membrana
externa) se encuentra un espacio conocido como  peri-
plasma, con muchas proteínas hidrolíticas.

El cuadro 4 compara ambos tipos de paredes bacterianas.

Cuadro 4- Comparaciones entra ambos tipos de
paredes procariotas

Gram positiva

�  Puede presentar más de 30 capas de peptidoglicano,
son altamente sensibles a antibióticos β-lactámicos (pe-
nicilina)

�  Acidos teicoicos: le confieren carga negativa a la pared
(ribitol o glicerol fosfato)

�  Acidos lipoproteícos: fijan la pared a la membrana plas-
mática

Gram negativa

�  Membrana externa: capa externa con lipopolisa-
cáridos (LPS), interna unida al peptidoglicano por
lipoproteínas

�  Porinas, proteínas que permiten pasaje de pequeñas
moléculas al periplasma

�  Proteínas de enlace periplásmicas que unen nutrien-
tes, interactúan con proteínas de transporte en la mem-
brana facilitando ingreso de nutrientes.

Los lipopolisacáridos (LPS)  son importantes componen-
tes de la pared Gram negativa, están formados por lípi-
dos e hidratos de carbono: 1) lípido A; 2) polisacárido cen-
tral y 3) cadena lateral (O). El lípido A contiene derivados
del azúcar  glucosamina y está unido a ácidos grasos y
fosfatos o polifostatos y se encuentra inmerso en la mem-
brana externa.  El resto de la molécula de LPS sobresale
de la superficie. El polisacárido central (core) está unido
al lípido A.

La cadena O (antígeno O) está formada por una cadena de
polisacárido que se extiende hacia fuera y su composición
varía con la cepa considerada y son reconocidos por anti-
cuerpos del huésped. Pueden mutar con gran facilidad.

Los LPS son importantes ya que protegen al resto de los
componentes de la pared frente a un ataque directo del
huésped,  brindan carga negativa a la superficie celular.  El
lípido A es a menudo tóxico, de modo que el LPS puede
actuar como una endotoxina y provocar algunos de los sín-
tomas de las infecciones por bacterias Gram negativas.

Una bacteria Gram negativa resiste más la lisis osmótica
cuando la célula se trata con lisozima, enzima que hidro-
liza los enlaces β 1-4 del peptidoglicano por mantener la
envoltura formada por la capa externa (forman esferoplas-
tos en medio isotónico), el peptidoglicano representa sólo
un 15-20% del peso seco de sus paredes. En una célula
Gram + cuya pared está formada en un 80% por peptido-
glicano, los protoplastos esféricos formados en medio iso-
tónico, estallan al pasar a un medio hipotónico (plasmop-
tisis) (capítulo 4).

Las paredes de los microorganismos eucariotas cuando
están presentes (hongos, algunas algas y protozoos) son
más simples, formadas por polímeros de una misma subu-
nidad, como la celulosa, quitina, a veces mineral, con síli-
ce como en las diatomeas  (cuadro 5).

Cuadro 5 - Resumen de los constituyentes
principales de las paredes microbianas

Tipo de Célula Constituyentes

Procariota

eubacterias
G + pétidoglicano, ácidos teicoicos
G - péptidoglicano y lipopolisacárido

arqueobacterias pseudopeptidoglicano, glucopro-
teína polisacárido, proteína

Eucariota

algas celulosa, hemicelulosa, pectinas,
sílice (algunas)

hongos quitina, otros polisacáridos, celu-
losa (en algunos)

protozoos ninguno o sílice, carbonato de calcio
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3
Nutrición y metabolismo

bioenergético en microorganismos

Nutrición microbiana

Los microorganismos requieren nutrientes, sustancias
químicas que estimulan el crecimiento microbiano y que
son empleadas en la síntesis de sus materiales celulares
y que también brindan energía, a los efectos de realizar
sus procesos metabólicos, dividirse, moverse, esporular.
La síntesis de sus macromoléculas, así como la obten-
ción de energía en los microorganismos quimiosintéticos,
deben ser realizadas a partir de los nutrientes.

Las características que debe presentar un nutriente incluyen:
i) atravesar las barreras de la célula (membranas)
ii) ser utilizado por alguna enzima celular
iii) brindarle a la misma  sub-unidades de sus macromolé-

culas y/o energía.

Los elementos como nutrientes

La célula microbiana está constituida por agua en su mayor
parte y de la fracción materia seca se distinguen los macro-
elementos: C, O, H, N, S, P, K, Ca, Mg, Fe, que la célula
toma en cantidades relativamente grandes (g/L en el me-
dio de cultivo), mientras que los llamados micronutrientes
se requieren en niveles muy bajos, del orden de los mg/L.

El cuadro 1 presenta los distintos tipos de nutrientes re-
queridos para el desarrollo microbiano.

Los 6 primeros macronutrientes integran importantes mo-
léculas (hidratos de carbono, lípidos, proteínas, ácidos
nucleícos), los restantes se encuentran en forma de ca-
tiones y pueden actuar como coenzimas de muchas enzi-
mas (K+). El Ca contribuye a la termoresistencia de las

endosporas. El Mg forma complejos con el ATP y el Fe
forma parte de citocromos, es cofactor de enzimas y de
proteínas transportadoras de electrones.

El cuadro 2  resume los ingredientes fundamentales para
el desarrollo de los organismos vivos y las formas quími-
cas en que los microorganismos pueden tomarlos en la
naturaleza y en los medios de cultivo. El cuadro 3 presen-
ta la composición media de una célula bacteriana.

Los microorganismos también requieren oligoelementos
o micronutrientes, empleados en los medios en menor
concentración (mg/L), como el Mn, Zn, Co, Mo, Ni, Cu,
etc.). A veces los contaminantes del agua, recipientes del
laboratorio, alcanzan a satisfacer las necesidades en es

Cuadro 1- Nutrientes microbianos

1- Fuentes  de energía

      (luz —————————   fototrofos)
      (reacciones químicas —    quimiotrofos)

2. Macronutrientes

C                                      K
H                                     Mg
O               95%               Na
N                                     Ca
S                                     Fe
P

2. Micronutrientes (elementos traza)
Co, Zn, Mo, Cu, Mn, Ni, Se, B, etc.

3- Factores de crecimiento

            vitaminas —   coenzimas
            purinas y pirimidinas —    ADN, ARN
            aminoácidos esenciales —   síntesis proteica



21Microbiología: básica, ambiental y agrícola

-G-M-G-             glucano           G-M-G
L-ala
                          péptidos             L-ala
D-glu
                                  puente       D-glu-NH2
 DAP            D-ala     cruzado
                                                   L-lis
D-ala               DAP gli
                                                  D-ala gli
                       D-glu gli

gli
                       D-ala gli

                     -G-M-G-                                  D-ala

a) Escherichia coli         b) Staphylococcus      L-lis
    (G- )  aureus(G+)

   D-glu-NH2

                                                                       L-ala

                                                                      -G-M-G

Figura 3-  Esquema de la molécula de peptidoglicano

red Gram positiva son los ácidos teicoicos (polímeros de
glicerol y ribitol unidos por grupo fosfato). Aminoácidos
como la D-alanina y azúcares como la glucosa se pueden
unir a los grupos glicerol o ribitol y al peptidoglicano por
enlaces covalentes con el –OH seis del ácido N-acetil
murámico o a los lípidos de la membrana citoplasmática
(se denominan entonces ácidos lipoteicoicos) Están car-
gados negativamente y contribuyen con esas cargas a
estabilizar la pared Gram positiva. No están presentes en
bacterias Gram negativas y sus funciones no están aun
dilucidadas.

Cuadro 3-  Características del peptidoglicano

* Cadenas de glicano
-  polímeros lineares de N-acetilglucosamina (NAG)

y ácido N-acetil murámico (NAM)
-  hidrólisis por lisozima

* Entrecruzamiento peptídico
-  unión al ácido N-acetil murámico
-  contiene D y L aminoácidos, inhibición por anti-

bióticos lactámicos (penicilina)
* Funciones

-  confiere forma a la célula, previene la lisis osmó-
tica

-  su porosidad permite el pasaje de nutrientes

La pared de una célula Gram negativa (figura 2) es más
compleja, con capa de 2 a 7 nm de grosor formada por
peptidoglicano (5-10% del peso total de la pared) y se
presenta en forma de gel, más que como una capa com-
pacta. Luego se encuentra la llamada membrana externa

Figura 2- Tipos de paredes procariotas

Gram+ peptidoglicano Gram-
peptidoglicano

membrana

perimembrana

lipopolisacárido y proteína

 ➤

 ➤

(ácido D-glutámico, D-alanina y ácido meso-diaminopimé-
lico) no están presentes en las proteínas. La cadena pep-
tídica de 4 aminoácidos D y L alternados se conecta a un
grupo carboxilo del ácido N-acetilmurámico (figura 4).

La penicilina actúa inhibiendo la incorporación de los ami-
noácidos al peptidoglicano. Otros componentes de la pa-

membrana

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤
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Cuadro 2- Macronutrientes en la naturaleza y en los medios de cultivo

Elemento Forma habitual Forma química usada en

en el ambiente los medios de cultivo

Carbono (C) CO
2
, compuestos orgánicos Glucosa, malato, acetato, piruvato, muchos

compuestos o mezclas de compuestos (extracto de
levadura, peptonas, celulosa, petróleo,etc)

Hidrógeno (H) H
2
O, compuestos orgánicos H

2
O, compuestos orgánicos

Oxígeno (O) H
2
O, compuestos orgánicos H

2
O, compuestos orgánicos

Nitrógeno (N) NH
3
, NO

3

-
, N

2
,  compuestos Inorgánicos: sales amoniacales, nítricas, N

2

orgánicos con N, peptonas, etc. Orgánicas: aminoácidos, bases nitrogenadas de
nucleótidos, numerosos compuestos orgánicos con N

Fósforo (P) PO
4

-3
KH

2
PO

4
, Na

2
HPO

4

Azufre (S) H
2
S, SO

4

=
, sulfuros metálicos, Na

2
SO

4
, S

2
O

3
Na

2
, Na

2
S, compuestos orgánicos con S

compuestos orgánicos con S: peptonas

Potasio (K) K+, sales solubles KCl, KH
2
PO

4

Magnesio (Mg) Mg++, en solución o como sales MgCl
2
, MgSO

4

Sodio (Na) Na+ 
en solución o como NaCl

NaCl u otras sales de sodio

Calcio (Ca) Ca++ en solución o como CaCl
2

CaSO
4
 u otras sales

Hierro (Fe) Fe++ o Fe+++ en solución como FeS, FeCl
3
, FeSO

4
, soluciones de Fe quelatado con EDTA, o

Fe(OH)
2
 u otras sales de Fe citrato, etc.

Cuadro 3-  Composición química media de una célula procariota

Molécula % peso seco moléculas por célula clases diferentes

Total de macromoléculas 96 24.610.000 2.500

Proteínas 55 2.350.000 1.850

Polisacáridos 5 4.300 2

Lípidos 9,1 22.000.000 4

ADN 3,4 2,1 1

ARN 20,5 255.500 660

Total de monómeros 3,5 350

Aminoác.y precursores 0,5 100

Azúcares y precursores 2  50

Nucleótidos y precursores 0,5 200

Iones inorgánicos 1 18

total 100%
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tos elementos. Integran normalmente enzimas y cofacto-
res, tienen función catalítica y mantienen estructuras pro-
teicas. Así, el Mo interviene en la fijación del N

2
, en la

nitrato reductasa, el Co integra la vitamina B
12

, el Na es
requerido por muchas especies marinas.

Requerimientos de carbono: los microorganismos pre-
sentan gran versatilidad en el empleo de sustancias car-
bonadas.  Por las fuentes de carbono que emplean se
clasifican en:

� autótrofos:  fuentes inorgánicas: CO, CO
2

� heterótrofos: fuentes orgánicas muy variadas: azúca-
res, alcoholes, ácidos grasos, hidrocarburos, polímeros
como la celulosa, lignina.

No existe ninguna molécula orgánica de origen natural
que no pueda ser empleada por un microorganismo.

Especies de pseudomonas pueden emplear más de 100
compuestos diferentes de C orgánico. Desgraciadamen-
te, sustancias sintetizadas por el hombre como los plásti-
cos, el DDT, muchos herbicidas, se degradan muy lenta-
mente o no lo hacen (sustancias recalcitrantes).

En el otro extremo de la escala, se encuentran bacterias
muy selectivas en el empleo de fuentes de carbono: las
metanotróficas, emplean el hidrocarburo metano, meta-
nol, CO y algunas otras moléculas con un sólo C orgáni-
co. Otras emplean CO

2
 y son los microorganismos  pro-

ductores primarios de materia orgánica.

Requerimientos en N, P, S: los microorganismos pue-
den emplear estos elementos  a partir de las mismas fuen-
tes orgánicas de las que derivan el carbono, aunque usan
frecuentemente fuentes inorgánicas, como sales minera-
les solubles. El N lo usan desde fuentes inorgánicas redu-
cidas como el amonio (NH

4
+), pasando por el N-orgánico

(R-NH
2
), N

2
 (diazotrofos o fijadores de N

2
), NO

3
-. La fuen-

te más sencilla de asimilar la constituyen las sales de amo-
nio, ya que el N se encuentra en el mismo estado de oxi-
dorreducción que en los aminoácidos. La célula emplea
energía creciente al asimilar nitratos y nitrógeno molecu-
lar. El S puede ser nutriente como sulfuros (en general
tóxicos para la mayoría de los microorganismos), S-orgá-
nico (puentes sulfuro o disulfuro), Sº, formas inorgánicas

de S hasta sulfatos. El Fe es asimilado en estado reduci-
do (Fe++) o en complejos orgánicos (EDTA-Fe).

Los demás nutrientes son muy empleados en general
como sales solubles.

Factores de crecimiento: muchos microorganismos, in-
cluso los autótrofos, requieren una o más moléculas orgá-
nicas para su desarrollo, ya que no pueden sintetizarla a
partir de los nutrientes. Deben tomarlas completas del me-
dio o bien sus precursores, a muy baja concentración, como
los micronutrientes.  Ejemplos de ellos son: vitaminas (parte
o totalidad de cofactores de enzimas), aminoácidos esen-

ciales para la síntesis proteíca, bases púricas y pirimídi-

cas (para la síntesis de ácidos nucleícos) (cuadro 1).

Muchos microorganismos son empleados para valorar can-
tidades pequeñas de factores de crecimiento, como la vi-
tamina B

12
, riboflavina. El microorganismo se desarrolla

en forma proporcional a la cantidad de factor de creci-
miento agregado al medio de cultivo. Curvas patrones con
estándares puros de la vitamina, permite efectuar las com-
paraciones. Los bioanálisis microbiológicos se emplean
muchas veces a pesar de los avances en las determina-
ciones químicas (Capítulo 20).

Un microorganismo se denomina:
protótrofo cuando emplea los mismos nutrientes que la
mayoría de las cepas de su especie que existen en la
naturaleza. Pero esta bacteria puede mutar y requerir to-
mar del medio el nutriente para su desarrollo, se compor-
ta entonces como

auxótrofo para ese nutriente, como un aminoácido, que
se convierte en esencial. Estos microorganismos se usan
mucho en estudios de genética bacteriana.

En resumen: las potencialidades metabólicas de los mi-
croorganismos son muy variadas (cuadro 9), desde aque-
llos prácticamente autosuficientes (fotolitotrofos), hasta los
muy exigentes, que requieren agregados de varios facto-
res de crecimiento, muchas veces contenidos en los ex-
tractos de lavadura, de malta, de carne, de suelo, etc.

Entrada de nutrientes a la célula
En general los nutrientes deben ser transportados des-
de soluciones diluidas (suelo, aguas, alimentos) hacia
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A modo de resumen el cuadro 26 se analizan los princi-
pales géneros de bacterias fotosintéticas anoxigénicas,
en el 27 se resumen los procesos generales de la fotosín-
tesis y en el 28 se comparan las propiedades de los siste-
mas fotosintéticos encontrados en microorganismos.

Antes de lograr su aislamiento en cultivo puro, Wino-
gradsky puso en evidencia procesos anaerobios fotosin-

téticos en el suelo enriqueciendo poblaciones escasas
de ellas  en una columna de vidrio, que se puede repro-
ducir en cualquier laboratorio. Se colocan barros o sedi-
mentos de estanques o lagos (inóculo), con una fuente
de materia orgánica (papel, almidón, azúcares, etc.),
sulfato de sodio y anaerobiosis. Al cabo de un tiempo
con luz indirecta, se aprecian colores que evidencian el
enriquecimiento logrado (figura 15). Actúan primero bac-
terias sulfatorreductoras heterótrofas que liberan sulfu-
ros que reaccionan con el hierro del suelo dando preci-
pitado negro de sulfuro ferroso.

Parte del sulfuro soluble es fuente de donadores externos
de electrones para las bacterias fotosintéticas, pigmenta-
das de verde y rojo (bacterias verdes y purpúreas). Arriba
se desarrollan algas.

El aislamiento puede lograrse tomando muestras en la
columna con una pipeta, a la altura de los colores típicos
y sembrando en cajas de Petri cerradas y a la luz, a los
efectos de obtener colonias aisladas.

Figura 15- Columna de Winogradsky.
Manchas  negras de sulfuro ferroso, bacterias fotosintéticas:

sulfurosas  purpúreas y verdes y en la parte superior se
desarrollan algas.

Figura 14- Espectro de absorción de la clorofila y de la
bacterioclorofila.
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Cuadro 26-  Bacterias fotosintéticas anoxigénicas
                                    Anoxyphotobacteria

Purpúreas no sulfurosas Flia I Rhodospirillaceae

gén. Rhodospirillum

Purpúreas sulfurosas Flia II Chromatiaceae

gén. Chromatium

Verdes sulfurosas Flia III Chlorobiaceae

gén. Chloorobium
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Fuentes de energía (fototrofos              emplean la luz
                                  (quimiotrofos         reacciones químicas con sustratos:   orgánicos
                                                                                                                           inorgánicos

Fuente principal de carbono (autótrofos               CO
2

                                                 (heterótrofos           compuestos inorgánicos

Fuente de donadores de electrones/H+   (orgánicos                  organotrofos
(molécula que se oxida)                               (inorgánicos               litotrofos ➤

 ➤

 ➤

la célula en contra de un gradiente de concentración.
Los nutrientes deben atravesar la membrana semiper-
meable por ósmosis, por los mecanismos conocidos
como: difusión facilitada, transporte activo y por translo-
cación de grupos.

Microorganismos eucariotas sin pared o con orificios en
la misma incorporan nutrientes por endocitosis: pinoci-
tosis en el caso de sustancias en solución (gotas)  o fago-
citosis, sustancias particuladas (bacterias).

El sistema más común entre las bacterias es la difusión

pasiva, proceso por el cual las moléculas se desplazan
desde una región de alta concentración a otra de menor
concentración. Cuando intervienen proteínas de mem-
brana (permeasas) que se unen al sustrato para facilitar
su difusión al interior de la célula se habla de difusión

facilitada.

El transporte activo permite el pasaje de moléculas en
contra de un gradiente de concentración, situación muy
común en la naturaleza, con aporte de energía en forma
de ATP, lo que permite concentrar sustancias con inter-
vención de proteínas transportadoras que se unen a de-
terminados solutos en forma muy específica y forman un
poro en la membrana. Sustancias similares pueden com-
petir por la proteína de transporte tanto en la difusión faci-
litada como en el transporte activo. Las bacterias emplean
también la fuerza motriz de protones (generada en el gra-
diente de protones en el transporte de electrones a nivel
de membrana) para dirigir el transporte activo.

Los microorganismos presentan varios sistemas de trans-
porte para una misma sustancia, lo que les brinda gran
ventaja competitiva en el ambiente.

La translocación de grupos implica la introducción de una
sustancia al interior de la célula luego de modificarla quí-
micamente, el sistema de translocación que mejor se co-
noce, es el del fosfoenolpiruvato, sistema fosfotransfera-
sa de azúcares. Muchos hidratos de carbono son trans-
portados por este mecanismo.

Importante es el papel que juegan los sideróforos, molé-
culas orgánicas de bajo peso molecular, capaces de formar
complejos organo-metálicos con el ion férrico a los efectos
de transportarlo al interior de las células, donde una hierro
reductasa lo reduce  a ión ferroso, asimilable por el micro-
organismo. El tema es relevante en el control biológico de
microorganismos fitopatógenos, quienes compiten por ba-
jos niveles de hierro disponible en los suelos, con los micro-
organismos antagonistas seleccionados e inoculados en las
semillas en viveros, como Pseudomonas (capítulo 17).

Clasificación nutricional
de los microorganismos

Los microorganismos se clasifican nutricionalmente por
la naturaleza de su fuente de energía, por la fuente princi-
pal de carbono y por la naturaleza de los donadores de
electrones (cuadro 4).

El cuadro  5  presenta los tipos nutricionales más comu-
nes, donde se aprecian organismos que emplean sustan-
cias muy simples, como minerales y CO

2
 y aquellos, más

exigentes, con requerimientos de compuestos carbona-
dos variados.

Resumiendo  veremos ejemplos de algunos grupos:
Fotoautolitotrofos  Algas, bacterias fotosintéticas sulfu-
rosas, cianobacterias

 ➤

 ➤

 ➤

Cuadro 4  Clasificación nutricional de los microorganismos
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Las figura 11 esquematiza el flujo de electrones en am-
bos tipos de fotosíntesis, la 12 (Madigan et al., 2000) y la
13 (Prescott et al.. 1999), muestran las estructuras celula-
res que albergan a los pigmentos fotosintéticos y pigmen-
tos accesorios en células procariotas y eucariotas.

En el  cuadro 25 se comparan ambos tipos de procesos.

Cuadro 25-  Energía y poder reductor en ambas
fotosíntesis

Poder reductor C energía

anoxigénica

H
2
S CO

2
ADP

Sº              ‹ hv

SO
4

= (CH
2
O)

n
ATP

oxigénica

H
2
O CO

2
ADP

hv              ‹ hv
1/2O2

(CH
2
O)

n
ATP

La figura 14 (Madigan et al., 2000)  muestra la composi-
ción y espectro de absorción de la clorofila a, típica de los
eucariotas, la bacterioclorofila, de los procariotas. Se ob-
serva el mayor espectro de absorción en las bacterioclo-
rofilas, que absorben además en la región azul del espec-
tro, luz de longitud de onda larga, cerca de 1000nm, no
visible al ojo humano (zona oscura, en pantanos, suelos
anegados).

Figura 12- Localización de pigmentos fotosintéticos en
procariotas

Membrana fotositética en láminas
(bacterias purpúreas)

Membranas y vesículas individuales
(clorobio)
(bacterias purpúreas)

Clorosomas unidos a la membrana
plasmática
(bacterias verdes)

Bacterioclorofila asociada directamente
a la membrana plasmática

Figura 13- Localización de pigmentos fotosintéticos en eucariotas
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Fotoautoorganotrofos  Bacterias fotosintéticas no sulfu-
rosas (emplean sustancias orgánicas simples como do-
nadores de electrones en la fotosíntesis)

Quimioautolititrofos  Bacterias oxidantes del amonio, del
nitrito, del azufre, del hierro, del hidrógeno (aerobias),
desnitrificantes autótrofas (anaerobias). Importantes en los
ciclos biogeoquímicos.

Quimioheterotrofas La mayoría de los microorganismos
usan materia orgánica como fuente de energía, de carbo-
no y donadores de electrones (la sustancia que se oxida).
En general la misma sustancia puede cumplir todas estas
funciones. Todos los hongos, protozoos y la mayoría de
las bacterias pertenecen a esta categoría.

Medios de cultivo

Un gran desarrollo en la microbiología se ha logrado lue-
go del aislamiento y cultivo de los microorganismos en el
laboratorio. Esto se logró a partir de su siembra en los
llamados medios de cultivo: conjunto de nutrientes que
permiten el desarrollo de microorganismos particulares.
Todos contienen agua y fuentes de energía, C, N, S, Fe,
P, etc., micronutrientes, factores de crecimiento y aditivos
como colorantes, antibióticos, sales, etc.

Para el desarrollo microbiano es necesario tener en cuen-
ta además de los nutrientes, las llamadas condiciones

de cultivo: el pH, presión osmótica, temperatura de in-
cubación, nivel de oxígeno, etc. a niveles adecuados,
sin las cuales el microorganismo no se desarrollará o lo
hará mal.

Condiciones para el crecimiento microbiano

Se toman en cuenta:
Los medios de cultivo, que aportan los nutrientes, como
el agua, fuentes de E, C, N, S, P, etc., los micronutrientes,
empleados en baja concentración (Cu, Cd, Zn, etc. y los
que actúan como factores de crecimiento (vitaminas, ami-
noácidos esenciales, bases de ácidos nucleicos).

Las condiciones de cultivo:   temperatura, radiaciones,
luz, aireación, presión osmótica, que afectan el desarrollo
de los microorganismos.

Clasificación de los medios de cultivo
Los medios de cultivo (cuadro 6) pueden ser de origen na-
tural, como jugos vegetales, leche, etc. o artificiales, formu-
lados en el laboratorio. Por su naturaleza física, se usan
líquidos para propagar un microorganismo, para el estudio
de aspectos metabólicos, etc., sólidos, con sustancias soli-
dificantes, en general orgánica como agar-agar al 2%, o
minerales, como el sílico-gel.

Cuadro 5- Ejemplos de tipos nutricionales microbianos

Tipo Fuente Fuente de Donadores Ejemplos

de energía carbono de electrones

Fotoautolitotrofos luz CO
2

Agua, sulfuros, H
2

Algas, cianobacterias
 (FAL) Bacterias fotosintéticas

sulfurosas

Fotoautoorganotrofos luz CO
2

Ácidos orgánicos Bacterias fotosintéticas
(FAO)  no sulfurosas

Fotoheteroorganotrofos luz Materia orgánica Materia orgánica Algunas bacterias
(FHO) (ácidos) (ácidos) fotosintéticas no sulfurosas

Quimioheteroorganotrofos Reacciones Materia orgánica Materia orgánica La mayoría de los
 (QHO) químicas microorganismos

Quimioautolitotrofos Reacciones CO
2

NH
4

+, S=, H
2
, etc. Pocas bacterias

(QAL) químicas típicas y archeae
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oxígeno y 2 ATP y 2 NADPH+ por vuelta y emplea agua
como donador externo de electrones (litotrofos). Es con-
siderada más reciente en la evolución en relación a la
anoxigénica. Los microrganismos poseen dos fotosiste-
mas: I generador de ATP y poder reductor y el II que libera
O

2
 consecuencia de la fotólisis del agua (figura 11).

El cuadro  23  presenta a los microorganismos fotosin-
téticos, eucariotas y procariotas. Es curiosa la posición
de las cianobacterias, que poseyendo estructura celu-
lar procariota han evolucionado en la función fotosin-
tética, al emplear el agua como donador externo de
electrones.

La fotosíntesis anoxigénica (tipos 2, 3 y 4) es más pri-
mitiva, es conocida como fotosíntesis bacteriana, o cícli-
ca, los electrones de la clorofila bacteriana, o bacterioclo-
rofila, que absorbe en el infrarojo (700-800nm), vuelven a
ella por lo que genera sólo 1 ATP por vuelta de los electro-
nes. Se realiza en anaerobiosis y surgió cuando en la
atmósfera no había oxígeno. El NADP+ es reducido por
flujo inverso de electrones o directamente por los dona-
dores externos de electrones en reacción independiente
de la luz (cuadro 24).

Cuadro 24-  Reducción de NAD+ en bacterias
verdes y purpúreas

ATP ADP + Pi

H
2
S, Sº + NAD+ Sº, SO

4

=
 + NADH + H

+

ac. orgánicos fumarato
succinato

El tipo 2) es realizado por las bacterias fotosintéticas sul-
furosas purpúreas y verdes: Chromatiaceae y Chlorobia-

ceae (géneros más conocidos: Chromatium y Chlorobium)

distinguibles por sus pigmentos. Usan H
2
S o H

2
 como do-

nadores de electrones. El Sº acumulado en las células
puede ser empleado como fuente de energía cuando cre-
cen en quimiotrofia, sin luz. Crecen en barros o aguas en
donde hubo anaerobiosis (producción de H

2
S).

El tipo 3) y 4) lo realizan integrantes de una sóla familia de
bacterias fotosintéticas no sulfurosas: Rhodospirillaceae

(género Rhodospirillum). No pueden emplear H
2
S ni H

2

como donadores de electrones, pero si moléculas orgáni-
cas simples, como ácidos o alcoholes. El tipo 4) no puede
reducir el CO

2
 (la forma más oxidada del carbono) con la

energía de la fotosíntesis, la que sólo le alcanza para re-
ducir moléculas de estado de oxidación intermedio (áci-
dos) hasta carbohidratos.
Son fotoheteroorganotrofas.

La mayoría de las bacterias fotosintéticas anaerobias se
desarrollan en ambientes anegados, barros, capas sub-
superficiales de suelos, sucediendo a las bacterias sulfa-
torreductoras, que liberan ácido sulfhídrico en anaerobio-
sis. También la mayoría es capaz de fijar N

2
, por lo que

constituyen una importante herramienta de estudio; el flu-
jo electrónico de la fotosíntesis es capaz de reducir CO

2
 y

N
2 
en anaerobiosis.

Figura 11– Esquemas de las fotosíntesis oxigénica (A) y de la
anoxigénica (B)

Cuadro 23- Diversidad de organismos
fotosintéticos

eucariotas procariotas

plantas superiores cinaobacterias
algas filamentosas bacterias sulfurosas

y  unicelulares verdes y purpúreas
(diatomeas, euglenoides, bacterias no sulfurosas

dinoflagelados) verdes
y purpúreas

 ➤

 ➤
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Hasta la introducción del agar-agar los medios se solidifi-
caron con una proteína, la gelatina, con el inconveniente
de que muchos microorganismos producen proteasas que
la hidrolizan, licuando al medio, inicialmente sólido. El agar-
agar es un polímero de alto peso molecular, aislado de un
alga marina. Funde a los 100ºC y se mantiene en estado
líquido hasta aproximadamente 45ºC lo que permite re-
partirlo en cajas de Petri, antes de su solidificación.

Se usan solidificantes inorgánicos, como el sílico gel, pro-
ducido por la unión de soluciones de silicato de sodio o de
potasio con ácido clorhídrico de densidades adecuadas.
Luego de gelificación y repetidos lavados para eliminar el
ácido restante, se pasan por agua hirviendo y luego se
impregnan con los nutrientes. Es empleado para aisla-
miento de organismos autótrofos, como los nitrificantes.

Los medios sólidos se usan en  tubos o cajas de Petri,
para el aislamiento, purificación y numerosos tipos de es-
tudios. Los semisólidos, llevan baja concentración de so-
lidificante, por ejemplo con 0,2% de agar y son emplea-
dos para estudios de microorganismos microaerofílicos
(cuadro 7). Los medios selectivos son muy útiles para el
aislamiento de miroorganismos con exigencias particula-
res, como los autotrófos (medios sin C-combinado), fija-
dores de N2 (medio sin N-combinado), otros medios lle-
van antibióticos, sales biliares, etc. para evitar el desarro-
llo de organismos no deseados.

El cuadro 7 muestra medios de complejidad creciente, los
medios 2 al 5 llevan los nutrientes del medio 1 más lo
señalado en el cuadro. Se aprecia que las capacidades
metabólicas de los microorganismos decrecen desde los
que se pueden desarrollar en el medio 1 (agua y sales,
sin C ni N combinados) hasta el medio 5 (complejo, con
extracto de levadura como fuente de N - aminoácidos y
factores de crecimiento (vitaminas, aminoácidos, precur-
sores de los ácidos nucleicos).

En resumen los medios pueden ser:
� no selectivos, o de amplio espectro que permiten el de-

sarrollo de muchos microorganismos. Como se supone,
aislar la mayoría de los organismos es tarea imposible.
Se denomina microflora total al conjunto de los heterótro-
fos capaces de crecer en medio con extracto de suelo y
una fuente de carbono y energía, como la glucosa.

Otros medios son más aptos para el desarrollo de los hon-
gos: sales minerales, sacarosa, nitratos, acidificado por
ácidos orgánicos y con antibióticos que inhiben la prolife-
ración de bacterias. Los actinomicetes pueden atacar nu-
trientes más complejos que las bacterias, como caseína,
quitina, almidón, ácidos húmicos, etcétera.

� selectivos, o de espectro limitado, están formulados
para favorecer el desarrollo de un grupo particular de
microorganismos a expensas del resto de la población.

Cuadro 6- Clasificación de los medios de cultivo

Por su origen

� naturales (derivados de tejidos, leche, vegetales, sangre, etc.
� artificiales (sintéticos, de composición química conocida

(complejos, de composición no definida, con: peptonas, extracto de carne,
 de levadura, de suelo, sangre

Por su naturaleza  física

� líquidos (en tubos, matraces, en la industria
� sólidos (solidificantes como agar-agar al 2%,  sílico-gel  (inorgánico)
� semisólidos (0,2% de agar

Por su uso en el laboratorio

� básicos o fundamentales: permiten el desarrollo de microorganismos heterótrofos corrientes. Ej: agua, sales, ClNH
4
,

glucosa
� mejorados o enriquecidos, ejemplo: caldo simple (extracto de carne (5g), NaCl (5g), peptona (10g), agua 1L, pH 7,2
� diferenciales: colorantes distinguen colonias por cambios de pH, potencial redox. Ejemplo: agar simple con glucosa y

azul de bromotimol
� selectivos: permiten el desarrollo de un tipo microbiano. Ejemplo: nitrificantes (agua, sales, ClNH

4
, pH neutro, oscuridad
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El CO
2
 (carbonatos) actúa  como donador y el H

2
 como

aceptor de electrones (autotróficas)

En la metanogénesis acetoclástica, las bacterias quimio-
heterótrofas pueden desdoblar el ácido acético en meta-
no y CO

2
.

La mayoría de las bacterias metanogénicas son Arche-

obacterias, o sea las bacterias más primitivas, que sólo
crecen en ambientes desprovistos de O

2
, muchas veces

actúa más de una especie, sinérgicamente y resulta difícil
su aislamiento en cultivo puro.

Una importante aplicación de este proceso microbiano
lo constituye la biotransformación de residuos orgáni-
cos en:

� biogás (mezcla de gases donde predomina el metano,
con H

2
, CO

2
, etc)  y

� biofertilizante un resto no contaminante que contiene
la fracción lignocelulósica de los restos orgánicos y bio-

masa microbiana que lo hace apto para uso como me-
jorador de suelos.

Cuadro 22- Reducción de iones férricos
(ferrireducción)

MO + Fe
+++

            CO
2
 + H

2
O + Fe

++
 (soluble)

Complejos organo-metálicos

Sideróforos + Fe
+++

            el complejo entra a la
célula y           se reduce en el citoplasma (Fe

++ 
asimilable)

(reductasa-férrica)

Corrosión anaerobia de metales

4Fe + SO
4

=
 + H

2
O            SFe + 3Fe(OH)

2
  (soluble) + OH

-

Este proceso es muy aplicado en el tratamiento de resi-
duos de tambos (estiércol), restos de cosechas y en la
depuración de efluentes de fábricas, en anaerobiosis y es
tratado en el capítulo 21.

El cuadro 22 resume la intervención del hierro en proce-
sos redox anaerobios, que lleva a los iones férricos inso-
lubles y no aprovechables por las plantas a formas redu-
cidas ferrosas, solubles (capítulo 12).

Fotosíntesis

Constituye un proceso redox de conversión de la energía
lumínica en energía química (ATP). La energía de la luz
se emplea para reducir CO

2
  o compuestos orgánicos

menos reducidos a moléculas orgánicas (azúcares), por
organismos aerobios y anaerobios.

Tipos de fotosíntesis en los microorganismos

1) CO
2
 + 2H

2
O (CH

2
O)n + H

2
O + O

2
  (oxigénica)

2) CO
2
 + H

2
S (CH

2
O)n + Sº (anoxigénica)

3) CO
2
 + CH

3
COOH (CH

2
O)n + H

2
O “

4) CH
3
COOH (CH

2
O)n  + H

2
O “

La oxigénica (tipo 1) es la realizada por los vegetales y
entre los microorganismos por las algas (protistas supe-
riores) y las cianobacterias (protistas inferiores), libera

Cuadro 20- Reducción de los sulfatos

Bacterias  anaerobios estrictas, G-, bacilos con flagelos
polares
Heterótrofas

CH
3
CH

2
OH  + SO

4

= 
           CH

3
COOH + 2CO

2
 + S

=
 + 2H

2
O

 Autótrofas

H
2
 + SO

4

=
           2H

2
O + S

=

Los sulfuros (H
2
S, volátil y tóxico para vegetales

                     (precipitan con metales        FeS (insoluble)

Aceptor carbonatos (CO
2
)  Metanogénesis

Proceso muy importante en la naturaleza, permite la de-
gradación de moléculas orgánicas hasta la producción de
gas metano (cuadro 21).

Cuadro 21- Reducción de los carbonatos (CO
2
)

Hidrogenotrófica: CO
2
 + 4H

2
              CH

4
 + 2H

2
O (autótrofas)

Acetilclástica  CH
3
COOH             CO

2
 + CH

4

Methanosarcina, Mathanobacillus, Methanococcus

Metilotrófica: usan metilamina, metilsufuros (heterótrofas)

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤ ➤

 ➤
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 Así, la puesta en evidencia de los grupos fisiológicos -
conjunto de organismos taxonómicamente a veces no re-
lacionado, pero que presentan la misma aptitud para efec-
tuar reacciones de biodegradación o de biosíntesis, como
los celulolíticos, los amonificantes, etc., se realiza por siem-
bra en medios selectivos apropiados.

Siembra y aislamiento

Siembra: es colocar un microorganismo en un medio apro-
piado para que se desarrolle.

Se realiza con fines variados: aumentar el número de mi-
croorganismos en medio sólido o líquido, para obtener bio-
masa microbiana para uso industrial, preparar inoculan-
tes biológicos, obtener metabolitos de interés. La siembra
puede realizarse para obtener cultivos puros, entonces
se habla de aislamiento.

Aislamiento: obtención de cultivos puros, en general mi-
croorganismos derivados de una sola célula (clon).

El aislamiento puede ser:

� directo: con ayuda de ansa se siembra la superficie del
medio sólido. Cuando la densidad es alta (como es el
caso de la mayoría de los heterótrofos) se logran colo-
nias aisladas. La ayuda de micromanipuladores per-
mite aislar bajo el microscopio una célula o propágulos
claramente visibles como hongos muy pigmentados, pero
resulta más difícil en el caso de las bacterias.

� por enriquecimiento previo: si la población es baja
se inocula la muestra en un  medio selectivo líquido y
por libre competencia predominarán los grupos capa-
ces de emplear los sustratos. Luego de sucesivos pa-
sajes por medio fresco se logra el aislamiento sem-
brando en la superficie del mismo medio, pero sólido.

Los medios se hacen selectivos por:
1. contener un sustrato específico, como fosfato inso-

luble, celulosa, sales de amonio como única fuente de
nitrógeno y energía, N2, etc.

2. cambio del pH, la acidificación inhibe el desarrollo
de la mayoría de los neutrófilos y se posibilita el creci-
miento de especies resistentes (Lactobacillus, Thio-

bacillus, etc.).

3. con sustancias inhibidoras selectivas: actidiona,
antibióticos, p-nitroitrobenceno, que inhibe a la mayoría
de los hongos, pero no a Fusarium sp.

4. modificando las condiciones de incubación (altas
temperaturas, por ejemplo) se facilita el desarrollo de
termófilos, la anaerobiosis inhibe a los aerobios, etc.
Estos procedimientos son muy útiles para aislar bacte-
rias difíciles de identificar por simple examen micros-
cópico. En cambio, en otros grupos de protistas como
hongos y algas, la diversidad morfológica facilita su re-
conocimiento.

El cuadro 8 resume principios de aislamiento para nume-
rosos microorganismos.

Cuadro 7- Medios de cultivo de complejidad creciente

Componentes comunes                                         componentes adicionales

Medio 1 Medio 2 Medio 3 Medio 4 Medio 5

Agua, 1L

K
2
HPO

4
, 1g NH

4
Cl, 1g NH

4
Cl, 1g NH

4
Cl, 1g

KH
2
PO

4
, 1g glucosa glucosa glucosa

MgSO
4
.7H

2
O, 20mg ácido nicotínico extracto de

100mg levadura, 5g

FeSO
4
.7H

2
O, 10mg

Micronutrientes: Mn,
Mo,Cu,Co,Zn, como  sales
(0,02-0,5mg/L de c/u)
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tadoras de electrones para la oxidación del mismo sus-
trato: una aerobia, que le rinde más energía y otra anae-
robia, más corta, que rinde entre 2 y 3 ATP por mol de
glucosa.

Cuadro 19- Reducción de los nitratos

Bacterias anaerobias facultativas: Pseudomonas, Bacillus,

Spirillum, Micrococcus

Heterótrofas

CH
3
COOH + NO

3

-
               CO

2
 + N

2
 (N

2
O) + OH

-

Sustrato variado: productos de degradación de polímeros:
celulosa, pectinas, almidón

Autótrofas

Sº, S
2
O

3

=
 + NO

3

-
 + H

2
O              SO

4

=
 + N

2
 (N

2
O) + H

+

H
2
 + NO

3

-
              N

2
 (N

2
O) + H

2
O

Thiobacillus denitrificans, único representante del género
con metabolismo anaerobio
Hidrogenomonas agilis, Micrococcus denitrificans

Condiciones para maximizar el proceso
� alto nivel de donadores de electrones (de preferencia

orgánicos)
� alto nivel de de nitratos
� anaerobiosis

Como los nitratos se forman en aerobiosis, una alternan-

cia de períodos de aerobiosis y de anaerobiosis (lluvias y
anegamiento seguidos de aireación en suelos) estimula
mucho este proceso que resulta muy importante en la
depuración de aguas altamente contaminadas: el nitróge-
no orgánico se mineraliza a nitratos en aerobiosis y se
desnitrifica volatilizándose a la atmósfera como N

2
 por

respiración anaerobia.

Aceptor sulfatos (sulfatorreducción)

Este proceso es realizado por un grupo de bacterias anae-

robias estrictas, es decir que sólo pueden crecer en anae-
robiosis. Los géneros más conocidos son Desulfotoma-

culum, Desulfovibrio (cuadro 20).

El proceso perjudica a las plantas que emplean sulfatos,
pero es favorable en la depuración de cursos de aguas
contaminadas, pues volatiliza formas combinadas de azu-
fre, como gas H

2
S (capítulo 12).

Figura 10- Flujo inverso de electrones para reducir
coenzimas (NAD, FAD)

Aceptor nitratos (desnitrificación)

 Proceso perjudicial para las plantas ya que utiliza a
los a los nitratos, que se reducen a N2 que se pierde en
la atmósfera pero el proceso es benéfico para el am-

biente, ya que es la forma de eliminar los nitratos (tóxi-
cos para el hombre y animales) hacia la atmósfera. La
desnitrificación cierra el ciclo del nitrógeno en la natura-
leza (capítulo 10).

La desnitrificación heterótrofa (cuadro 19)  es la más
difundida y es realizada por bacterias capaces de rea-
lizar la reducción desasimilativa de los nitratos, en
ausencia de O2. Estas  bacterias son anaerobias fa-

cultativas, es decir que poseen dos cadenas transpor-

mos a nivel de los citocromos, con lo cual el rendimiento
energético no supera los 2-3  o algo más de moles de ATP
por mol de sustrato oxidado. Las coenzimas deben ser
reoxidadas por flujo inverso de electrones con gasto de
ATP (figura 10). Estos metabolismos son muy antiguos y
poco eficientes.

-0,32V

         NAD+              NADH + H+

Flavoproteína

Citocromos

Cit a
1

Cit a
3

           1/2O2             H2O

+0,82V

ADP + P
1

ATP

NO
2

-
e=

NO
3
-

ADP + P
1

ATP

 ➤

 ➤

 ➤
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Cuadro 8- Técnicas de enriquecimiento para aislar bacterias de la naturaleza

Fototrófas a la luz, principal fuente de carbono: CO
2

aerobiosis

organismos enriquecidos inóculo

N
2
 como fuente de N cianobacterias agua de pozo, lodos, tierra húmeda a la luz

anaerobiosis

H
2
, ác.orgánicos, N

2
 H

2
S bacterias purpúreas lodos ricos en sulfuros

donador de e
-

no sulfurosas

bacterias sulfurosas
purpúreas y verdes

Quimiautolitotróficas en la oscuridad: fuente de C (CO
2
)

aerobiosis

donador de e
-

aceptor de e
-

organismos inóculo

NH
4

+
O

2
Nitrosomonas tierra, lodos

NO
2

-
O

2
Nitrobacter aguas servidas

H
2

O
2

bacterias del H
2

biodigestores anaerobios

H
2
S, Sº, S

2
O

3

=
O

2
Thiobacillus spp suelos

Fe
+3

, pH bajo O
2

T. ferrooxidans suelos

anaerobia

Sº, S
2
O

3

=
NO

3

-
T. denitrificans suelos, lodos

H
2

CO
2

metanogénicas biodigestor, lodos, rumen

H
2

NO
3

-
Paracoccus denitrificans

Quimiorganotróficas  en la oscuridad, fuente de C compuestos orgánicos
aerobiosis, respiración aerobia

componentes aceptor de e
-

organismos

lactato, NH
4

+
O

2
Pseudomonas fluorescens

vegetación en descomposición pasteurizar (80ºC) para enriquecer en Bacillus

almidón, NH
4

+
O

2
Bacillus polymyxa,  otros Bacillus spp

etanol (4%)+ 1% O
2

Acetobacter, Gluconobacter

extracto de levadura
pH 6, hidrocarburos (ej.aceite mineral),
amonio O

2
Mycobacterium, Nocardia

celulosa, amonio O
2

Cytophaga, Sporocytophaga

azúcares, N
2

O
2

Azotobacter
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CH
3
CH

2
OH + O

2
CH

3
COOH

(preparación de vinagre)

     etanol                                         ácido acético

Estas respiraciones poseen importantes aplicaciones bio-
tecnológicas por |os productos formados, ácidos glucuró-
nicos, ácido acético, etc.

Con sustrato inorgánico

Proceso sólo realizado por bacterias quimioautotróficas
que pueden generar energía en la oxidación de compues-
tos minerales, en aerobiosis, Estas reacciones están aco-
pladas con la reducción del CO2, mediante el ciclo de
Calvin al igual que en la fase oscura de la fotosíntesis:

6 CO
2
 + 18 ATP + 12 NADPH

C
6
H

12
O

6
 + 18 ADP + Pi + 12 NADP+

Reconocemos 5 grupos de respiraciones aerobias con
sustrato inorgánico (cuadro 17). La energía que liberan
estas reacciones es escasa, ya que los electrones entran
a nivel de los citocromos a y b liberando entre 1 y 2 ATP.
Como se aprecia las cadenas son más cortas que en las
respiraciones aerobias y las coenzimas NADH son reoxi-
dadas mediante un transporte inverso de electrones, con
consumo de energía (figura 10).

Cuadro 17- Bacterias quimioautótrofas aerobias

Oxidantes de Ecuación  (ATP) Grupo

Fisiológico

amonio NH
4

+
 + 1,5O

2
 =  NO

2

-
 + H

2
0 Nitritantes

nitrito NO
2

-
 + 0,5 O

2
 =  NO

3

-
 + H

+
Nitratantes

azufre (H
2
S, Sº, S

2
O

3

=
,S

3
O

6

=
) +

 

 
O

2

=
= SO

4

=
Sulfooxidantes

hierro Fe
++

  + O
2
   = Fe

+++
 + H

2
O Ferroxidantes

hidrógeno H
2 
 + O

2
     = H

2
O Oxidantes del H

2

Estas bacterias crecen por lo tanto muy lentamente, su
tiempo de generación es alto y la turbidez en medios de
cultivo es apreciable luego de más de 3 semanas de cre-
cimiento. En los litotrofos la generación de ATP es en prin-
cipio similar que en los organotrofos, excepto que los do-
nadores de electrones son sustancias inorgánicas. Así, el

ATP se acopla a la oxidación del donador de electro-

nes y la energía de reducción se obtiene directamente a
partir del compuesto inorgánico, si tiene potencial redox
suficientemente bajo, o por reacciones de transporte in-
verso de electrones.

El cuadro 18 resume los potenciales redox en estas respi-
raciones que indica que varios compuestos inorgánicos
que pueden dar al oxidarse con el O2, energía suficiente
para la síntesis de ATP.

Cuadro 18 - Producción de energía a partir de la
oxidación  de  varios donadores inorgánicos de

electrones

Reacción ∆Gº (kJ/reacción)

HS
-
 + H

+
 + 0,5O

2
            Sº + H

2
0 -203,2

Sº + 0,5O
2
 + H

2
O            SO

4

=
 + 2H

+
-589,1

NH
4

+
 + 0,5O

2
                  NO

2

-
 + 2H

+ 
+ H

2
O -260,2

NO
2

-
 + 0,5 O

2
                 NO

3

-
- 75,8

Fe
++

 + H
+
 + 0,25 O

2
        Fe

+++ 
+ 0,5 O

2
- 71,2

En Fe
++

 se calculó a pH 2-3, las otras a pH 7,0 - Los datos
son valores promedios a los efectos de comparación.

Su rol puede resultar muy importante en la naturale-
za por la liberación de iones fundamentales para las
plantas: nitratos, sulfatos. La oxidación del hierro con-
duce a la formación de Fe(OH)3 insoluble, indisponi-
ble para los cultivos. Esta sustancia produce obstruc-
ciones en las cañerías de hierro atacadas por las fe-
rrobacterias.

Respiraciones anaerobias
Constituyen procesos realizados solamente por protistas
inferiores (bacterias) en anaerobiosis. Los distintos tipos
se presentan en la figura 9. El flujo de electrones en las
respiraciones, sus cadenas transportadoras de electrones
(CTE) se aprecia en la figura 4.

Los rendimientos energéticos, son muy superiores en las
respiraciones aerobias con sustratos orgánicos.

Las cadenas transportadoras de electrones en las respi-
raciones anaerobias son más cortas, entrando los mis-

 ➤

 ➤

 ➤  ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤
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En resumen: la práctica de aislamiento tiene por objeto
la obtención de cultivos puros, formados por la progenie
o clon de una sola célula, en general en forma de colo-
nia a partir de una célula. Las colonias se describen en
función de su: tamaño, forma, borde, elevación, color,
olor, que ayuda en la identificación (caracteres cultura-
les en medio sólido). A partir de colonias aisladas se rea-
liza un examen microscópico (morfología, coloración de
Gram) que  brindan los caracteres morfológicos y tinto-
riales.  Las colonias se reaislan por repique en medio no
selectivo para asegurarse su pureza.

Preguntas de repaso

1) Conceptos y ejemplos de:
Nutriente
Medio de cultivo
Condiciones de cultivo

2) Señale: ejemplos de microorganismos auto y hetero-
tróficos, asi como aquellos de mayor capacidad biosin-
tética.  Cuales son los más distribuidos en la naturale-
za?

3) Complete el siguiente cuadro indicando la forma
química en que los principales elementos se usan
como nutrientes a vegetales, animales y microor-
ganismos

Elemento vegetales animales microorganismos
C
N
S
P
Fe
Ca
Mn
Micronutrientes

anaerobiosis, respiración anaerobia

componentes aceptor e
-

Organismos, inóculo (tierra, lodo, sedimentos de lagos)

ácido orgánico KNO
3
(2%) Pseudomonas (especies desnitrificantes)

extracto de levadura KNO
3
(10%) Bacillus

ácidos orgánicos Na
2
SO

4
Desulfovibrio, Desulfotomaculum

CH
3
OH Na

2
CO

3
Methanosarcina barkeri

CH
3
NH

2
KNO

3
Hyphomicrobium

anaerobiosis, fermentación

glutamato Clostridium lodo, sedimentos

histidina Tetanomorphum vegetales en descomp., lácteos, rumen, aguas servidas

almidón, amonio Clostridium spp “           “

almidón, N
2

C. pasteurianum “            “

glucosa,

extracto de

levadura, pH 5 bacterias del ácido láctico, “             “
Lactobacillus

Streptococcus pastos, tambos, suelos
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Todos los organismos que la realizan son quimiotrofos
ya que obtienen la energía de reacciones redox. Según
la naturaleza de los aceptores de electrones se distin-
guen dos tipos de respiraciones: aerobias y anaerobias.

En cualquiera de los casos los donadores de electrones
pueden ser orgánicos (lo más frecuente y eficiente) o in-
orgánicos.

La figura 9 relaciona los sustratos orgánicos e inorgáni-
cos con los aceptores de electrones inorgánicos, en los
distintos tipos de respiraciones.

Lacobacillus

Streptococcus

Leuconostoc

Figura 8- Bacterias lácticas

 ➤

RESPIRACION

              Compuestos orgánicos          Flujo de C

                    Flujo de e-

                                    O
2
      NO

3
-     Fe+++   SO

4
=

Respiración aerobia               Respiración anaerobia

              Compuestos inorgánicos      CO
2

                NH
4
+ , NO

2
- ,  S= ,  Fe++ ,  H

2
            Flujo de C

     Flujo de e-
Biosíntesis

          (Ciclo de Calvin)
                  O

2
                 SO

4
=  NO

3
-  Fe+++

                  Respiración aerobia                  Respiración anaerobia

CO
2

CO3
- comp. org.

Figura 9- Flujos de carbono y electrones en las respiraciones

Respiraciones aerobias

Con sustrato orgánico

Los microorganismos son capaces de respirar molécu-
las orgánicas de naturaleza muy diversa, en orden de-
creciente de empleo se pueden señalar: azúcares, alco-
holes, proteínas, aminoácidos, ácidos orgánicos, hidro-
carburos, almidón, pectinas, celulosa, lignina, pesticidas.
La presencia de una cadena transportadora de electro-
nes (CTE) que incluye varias moléculas como NAD, FAD,
citocromos y culmina en el O

2
, es característica de este

proceso. La degradación de un mol de glucosa por esta
vía  rinde 38 ATP, luego del acople con el ciclo de los
ácidos tricarboxílicos.

C
6
H

12
O

6
 + 6O

2
            6CO

2
 + 6H

2
O   (647 kcal/mol)

Esta es una respiración aerobia completa, ya que el sus-
trato es oxidado completamente a CO

2
 y agua, liberando

toda la energía de la molécula. Los sustratos orgánicos
son degradados muy rápidamente por esta vía.

Existen casos en los que los organismos carecen de enzi-
mas del ciclo de Krebs y no pueden llevar el sustrato a
CO2, son las respiraciones con sustrato orgánico incom-

pletas:
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Los mecanismos de biosíntesis de distintas macromolé-
culas, como hidratos de carbono, lípidos, proteínas, áci-
dos nucleicos, no serán analizadas ya que los procesos
no difieren mayormente en la escala biológica. En efecto,
el equipo enzimático y los mecanismos bioquímicos sue-
len ser similares en una bacteria y en organismos supe-
riores, incluido el hombre.

Cuadro 10- Estrategias bioenergéticas en
microorganismos

Fermentaciones

Donadores y aceptores de electrones compuestos or-
gánicos
Rinde poca energía (E) y nada de poder reductor.  Ej:
fermentaciones láctica y alcohólica

Respiraciones

Donadores de e- pueden ser orgánicos o inorgánicos,
los aceptores son en general  inorgánicos:
O

2
 (aerobia)

CO
3

=
, SO

4

=
, NO

3

-
, Fe

+++
 (anaerobia)

Fotosíntesis

Transformación de energía  lumínica en química por  fo-
tofosforilación
Oxigénica  (la superior), libera O

2

Anoxigénica (bacterias anaerobias, no liberan O
2
)

Cuadro 11- Objetivos del metabolismo
bioenergético

i) obtención de energía

* nivel del sustrato:
ác.2P-glicérico—  ác.P-enol pirúvico—  ác. pirúvico +ATP
* transporte de electrones (CTE en membranas): fosfori-
lación oxidativa, fotofosforilación

Reacciones de biosíntesis

ii) poder reductor

* autotrofia:  CO
2
  ——     Corgánico

* transferencia de poder reductor:
sustrato oxidado + NADH  —    sust.reducido+ NAD

+

4) Clasifique nutricionalmente a los siguientes microorga-
nismos

A B C D

C-CO2 + - + +
C-orgánico - + - -

Luz + - - +
Reacciones químicas - + + -
Donadores de electrones H

2
O orgánico NH

4
+ ác. acético

Clasificación:

Ejemplos:
5) Relativa al cuadro 7
i)Clasifique los medios de cultivo  (1...5) por su empleo en

el laboratorio
ii) Señale los factores de crecimiento presentes en los

medios y su rol en la célula
ii) Cómo haría diferencial al medio 3?
iv) Cómo trabajaría en anaerobiosis con el medio 4?
v) Rol del par fosfato en los medios de cultivo

Metabolismo bioenergético
en los microorganismos

El cuadro 9 es un clásico esquema sobre la utilización de
los nutrientes con el objeto de obtener energía o con fines
biosintéticos. Se abordarán distintos aspectos relaciona-
dos a los mecanismos de obtención de energía por los
microorganismos, que como todo organismo, emplean los
tres tipos de procesos: fermentación, fotosíntesis y res-

piración (cuadro 10).

Cuadro 9- Metabolismo bioenergético y
biosintético

 ➤

 ➤

 ➤ ➤

fuentes biopolímeros
de energía Pi

  calor          energía ADP intermediarios
                    utilizable biosintéticos

productos ATP depósitos
metabólicos  celulares

nutrientes
externos

 ➤

 
➤

 ➤

 
➤

 ➤
 ➤

 ➤

 ➤
 ➤  ➤

 ➤
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organismo debe oxidar gran cantidad de sustrato para
lograr desarrollarse.

Bacterias acidolácticas
Son quizás unas de las bacterias más estudiadas y culti-
vadas por su importancia económica ya que participan en
las transformaciones de un alimento tan importante como
la leche y son responsables de  aplicaciones biotecnoló-
gicas en derivados de la leche: leches agrias y yogur, que-
sos. La producción de ácido láctico hace que el producto
se estabilice, evitando el deterioro microbiano. Este pro-
ceso se emplea también en la conservación de pasturas y
granos en el proceso conocido como ensilaje, tema que
será tratado en el capítulo 18.

La figura 8 (Prescott et al., 1999) presenta características
de representantes de los tres géneros más distribuidos:

Lactobacillus, Streptococcus y Leuconostoc. En base a la
composición de (G+C)% en el ADN y el tipo de fermenta-
ción que realizan, en esta familia se incluyen los géneros:
Lactobacillus, Streptococcus y Leuconostoc, Pediococcus,

Enterococcus, y Lactococcus. Se encuentran muy distri-
buidas en la naturaleza: en pastos, cuerpo del ganado,
leche. Algunas especies son habitantes del intestino y mu-
cosas y pueden encontrarse representantes patógenos.

Por más detalles y aplicaciones biotecnológicas de estas
bacterias, se remite al capítulo 19.

Otras fermentaciones producen moléculas de gran va-
lor económico: acetona, butanol, propanol, ácido acéti-
co, butírico, H

2
, etc. Y muchas veces  resulta más eco-

nómica su producción vía fermentaciones que por sínte-
sis química.

Respiraciones

Constituye un proceso redox de obtención de energía en
donde los donadores de electrones pueden ser compues-
tos orgánicos o inorgánicos, pero los aceptores son por lo
general inorgánicos (O

2
 o compuestos distintos al O

2
). La

ecuación general de las respiraciones se puede esque-
matizar:

CTE
AH2  + B             A + BH2

A  y  B donador y aceptor de electrones, CTE cadena
transportadora de electronesFigura 7- Fermentación heteroláctica

glucosa                  glucosa-6P                 6P-gluconato

       ATP              ADP           NAD           NADH

   NADH

        ribulosa - 5P           CO2

        gliceradldehído - P

           NAD                  2 ADP                         acetil - P     NADH

          NADH                2 ATP          NAD
                   ácido pirúvico             acetaldehído - P

        NADH                                      NADH

         NAD    NAD

                   ácido láctico        etanol

NAD

 ➤

 ➤

 
➤

Figura 6- Fermentación homoláctica

Se cree que es el metabolismo bioenergético más anti-
guo, cuando no existía el O2. Los microorganismos fer-
mentadores se han adaptado a las nuevas condiciones
de la atmósfera, realizando el mismo proceso que sus
ancestros.

 ➤
 

➤

2ADP        2ATP

C
6
H

12
O

6
2 CH

3
COCOOH

                                               (ácido pirúvico)

              2 NAD      2NADH deshidrogenasa

láctica

                                                             NADH

                                                             NAD

2 CH
3
CHOHCOOH

(ácido láctico)

 ➤
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Breve repaso sobre bioenergética
Todos los procesos generadores de energía (cuadro 12)
se caracterizan por la transferencia de electrones desde
una sustancia con mayor poder reductor hacia una con
menor energía libre. El cuadro 13 muestra diversos pares
redox. Volveremos a él cuando se presenten procesos
redox realizados por los microorganismos con materia
orgánica y mineral.

Cuadro 12- Generación de energía

Oxidación de compuestos                 luz
 orgánicos o inorgánicos

ENERGIA
(1KCAL=4,184Kjulios)

∆Gº =energía libre (disponible para realizar trabajo)
a pH 7,0 y 25ºC

ATP +  H
2
O= ADP + Pi      ∆Gº= - 31,8kj/mol

en anaerobiosis: ∆Gº= -60kj/mol
en aerobiosis  ∆Gº= -75kj/mol

Cuadro 13- Potenciales redox

Semi reacción Eo [v]

6CO
2
 + 24 H

+
  +  24 e

-
   =  C

6
H

12
O

6
  +  6H

2
O -0.43

2H
+
 + 2e

-
  =  H

2
-0.41 **

NAD
+
  +  2H

+
  +  2e

- 
 =  NADH +  H

+
-0.32

CO
2
  + HCO

3

-
 + H

+
 + e

- 
 = CH

3
COO

-
  +  3H

2
O -0.29

CO
2(g)

  + 8H
+
  +  8e

-
  =  CH

4(g)
  +  2H

2
O -0.25 **

S
(s)

  +  2H
+
  +  2e

- 
 =  H

2
S

(g)
-0.24

SO4
-2
  +  9H

+
  +  8e

-
  =  HS

-
  +  4H

2
O -0.22 **

piruvato + 2H
+
  +  2e

-
  =  lactato -0.19

NO
3

-
+ 10H

+
  +  8 e

-
   =  NH

4

+
  +  3H

2
O 0.36

NO
3

-
 + 2H

+
 + 2e

-
   =   NO

2

- 
+  H

2
O 0.42

CHCl
3
  +   H

+
  + 2e-  = CH

2
Cl

2 
 + Cl

-
0.56

CCl
4
 + H

+
  + 2e-  = CHCl

3
  + Cl

-
0.67

2NO
3

-
  + 12H

+
  + 10 e

-
   =   N

2
 +  6H

2
O 0.74 **

Fe+3  +  e
-
  =  Fe+2 0,76

O
2
 + 4H

+
 = 2H

2
O 0.82

Catabolismo de hidratos de carbono en microor-
ganismos
La figura 1 y el cuadro 14 resumen la degradación de distin-
tos sustratos orgánicos por  algunas de las vías presentes en
los microorganismos: la glicólisis, la vía de las pentosas fos-
fato y su continuidad en  las fermentaciones o la entrada al
ciclo de los ácidos tricarboxílicos (ATC) y la reoxidación de
las coenzimas reducidas por fermentación o quimiósmosis.
La figura 2 (Prescott et al., 1999). repasa la glicólisis, por la
cual un microorganismo obtiene una ganancia neta de 2 ATP
y 2 NADH/mol de glucosa, en ausencia de oxígeno.

� muchos azúcares-P pueden ser  convertidas en glu-
cosa-6P

� 2 ATP se invierten en la producción de fructosa (C6)
bifosfato

� Fructosa 1,6-bi-P se corta en dos moléculas intercam-
Figura 1-  Degradación de distintos sustratos por

microorganismos (Prescott et al., 1999)

Etapa 1

Etapa 2

Etapa 3

proteínas

aminoácidos

NH3

polisacáridos

monosacáridos

ATP
NADH

Piruvato NADH

Acetil CoA

Citrato
ATP
NADH

FADH
2Isocitrato

CO
2

ααααα-cetoglutarato

CO
2Succinil Co A

Cadena de
tranporte

de electrones

Oxaloacetato

Ciclo de los
ácidos

tricarboxílicos

lípidos

Glicerol + ácidos grasos

  NADH

FADH
2

CoQ

Citocromos

ATP

O
2

 ➤  ➤
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1 2

Lactato NADH Piruvato Acetaldehído
NADH Etanol

CO
2

Piruvato

CoASH

CO
2

3     4

CO
2

Oxaloacetato acetolactato

Acetil -CoA Formato

NADH

Malato

H
2
O

Fumarato

Succinato

CO
2

Propionato

Pi
CoA

Acetil     P
ADP
ATP

Acetato

6

Acetoacetil-CoA

CO2

Acetona

NADH

Isupropanol

NADH

Butiril -CoA

NADH

Butiraldehído

NADH

CoA

Pi
Coa

Butiril   P
ADP
ATP

CO
2

5
CO

2

Acetoína

NADH

H
2

Acetaldehído

NAHD

Etanol

Cuadro 16- Aplicaciones de la fermentación
alcohólica

� levadura del pan

� como alimento, complemento proteico

� aditivos en medios de cultivo: agua y extracto de
levadura (vitaminas, aminoácidos, etc.)

� producción de etanol como solvente, combustible

� producción de bebidas: vino, cerveza, sidra.
   destiladas: ron, whisky, etc.

Fermentación láctica
La enzima clave es la deshidrogenasa láctica que actúa
con NAD y la realizan las llamadas bacterias ácido-lácti-
cas, algunos hongos y el músculo de los animales. Pro-
ducen casi exclusivamente ácido láctico (figura 6).

Fermentación heteroláctica
Las bacterias carecen de enzimas de la vía glicolítica (al-
dolasa y triosafosfato isomerasa) y la degradación de la
glucosa se realiza por la vía del fosfogluconato: oxidan
glucosa-6P a 6-fosfogluconato que luego decarboxilan a
pentosa-P. Esta se transforma en triosa-P y acetil-P por la
enzima fosfocetolasa. La triosa da ácido láctico con la
formación de un mol de ATP, mientras que el acetil-P acep-
ta electrones a partir de los NADH generados en la pro-
ducción de pentosa-P y se convierte en etanol sin produc-
ción de ATP.

El rendimiento energético es menor: 1 solo mol de ATP, en
lugar de 2 como en los homofermentadores, que  producen
el doble de biomasa por mol de azúcar fermentado.

No se acumula poder reductor (figura 7).
La producción de CO2 es una forma sencilla de distinguir
un grupo de otro. Importantes productos son formados en
estos procesos, que el hombre ha aprovechado desde muy
antiguo, incluso antes de conocerse el rol de los microor-
ganismos en el proceso.

El balance energético es muy bajo, 2 ATP en las fer-
mentaciones alcóholica y láctica y 1 en la heterolácti-
ca. No se genera poder reductor, por lo cual el micro-

.

Figura 5- Tipos de fermentaciones

Fermentación alcohólica
La enzima involucrada es la deshidrogenasa alcohólica,
el donador de electrones se encuentra en la vía glicolíti-
ca (triosa-P) y los productos finales son el etanol y el
CO

2
. Se realiza en el músculo y entre los microorganis-

mos son sobre todo los hongos y entre ellos las levadu-
ras, como Saccharomyces cereviseae, son muy emplea-
das en la producción industrial de etanol, en la vinifica-
ción, en la panificación (el CO

2
 es el agente levador, el

etanol se volatiliza en el horno).

El empleo de distintas sustancias químicas que al hume-
decerse y con la temperatura liberan CO

2
 (tartratos, bicar-

bonatos) empelados en los polvos de hornear, no ha po-
dido sustituir a las levaduras, que dan a la masa un sabor
y textura muy particular.

El cuadro 16 resume las múltiples aplicaciones biotec-
nológicas de la fermentación alcohólica, una de las más
empleadas, junto a la fermentación láctica, a nivel in-
dustrial. Ya vimos el uso del agua o del extracto de leva-
duras en los medios de cultivo, como fuentes de ami-
noácidos, de carbono y de factores de crecimiento (vita-
minas y otros).
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biables  con 3-carbonos
� Cada molécula se usa para sintetizar 2 ATP vía fosfori-

lación a nivel del sustrato, reducir 1 NAD+ a NADH y
producir piruvato como producto final

� Ganancia neta: 2 ATP/glucosa
� No requiere O

2

Cuadro 14- Metabolismo de los hidratos de
carbono por microorganismos

• Catabolismo de azúcares a piruvato vía:
   – Glicolisis
   – Pentosa fosfato
   – Entner-Doudoroff

• Destino del piruvato
   – Fermentación
   – Ciclo de los ATC

• Destino del  NADH
   – Fermentación
   – Cadena respiratoria

Figura 2-  Glicólisis, vía de Embden-Meyerhof

La figura 3 presenta metabolismos alternativos al piruva-
to: la vía de Entner-Doudoroff y la de la pentosa fosfato.
Las bacterias presentan todos los metabolismos de de-
gradación de hidratos de carbono descriptos.

• Entner-Doudoroff
rinde: -1 ATP/glucosa

-2 NAD(P)H
• Pentosa fosfato

Glucosa -6-P oxidada, produce CO
2

Interconversiones entre azúcares con 3, 4, 5, 6, 7 C
Importante en la formación de NADPH para anabolismo, ri-
bosa para ácidos nucleicos

Figura 3-  Metabolismo alternativo al piruvato

Fermentaciones

Constituyen procesos redox de generación de ATP en
donde los donadores y aceptores de electrones son mo-
léculas orgánicas, en general derivadas del mismo sus-
trato. La figura 4 compara a las fermentaciones con las
respiraciones.

El  NAD(P) requerido para la glicólisis y otros mecanis-
mos de síntesis del piruvato debe ser regenerado.

En la respiración, los aceptores de electrones son en ge-
neral inorgánicos y en las fermentaciones son orgánicos,
usualmente el piruvato y sus derivados.

Glucosa

Glucosa 6-fosfato

Fructosa 6-fosfato

Fructosa 1,6-bisfosfato

Aldolasa
Gliceraldehído 3-P Dihidroxiacetona-P

1,3-bisfofoglicerato

3-fosfoglicerato

2-fosfoglicerato

Fosfoenolpiruvato

Piruvato

Etapa de 6

carbonos

Etapa 3

carbonos

Fosforilación a

nivel de sustrato

Fosforilación a

nivel de sustrato

Pi

Glucosa
                         ATP

                         ADP
Glucosa 6-fosfato

                             NADP+

                              NADPH
6-fosfogluconato

                        H
2
O

2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato

                             Piruvato              Gliceraldehído 3-fosfato
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Rendimientos energéticos

38 ATP/glucosa en la respiración con O2:
* 10 NADH x 3ATP= 30 ATP
* 2FADH2 x 2 ATP = 4 ATP
* 2ATP + 2 GTP = 4 ATP
2 ATP/ glucosa en las fermentaciones

Menos de 2-6 ATP/glucosa en respiraciones anaero-
bias: los electrones entran en general pos los citocro-
mos.  El NAD+ se regenera por flujo inverso de electro-
nes con gasto de ATP (figura 10).

Características de las fermentaciones

i) Diferentes organismos liberan distintos productos por
las fermentaciones (ácidos, alcoholes, solventes, H

2
)

que son usados para su identificación y aprovechados
por el hombre

ii) Mucha energía de los azúcares se pierde en las fer-
mentaciones como “productos de deshecho”, es un pro-
ceso ineficiente

iii) El poder reductor generado en la vía glicolítica se usa en
la reducción del piruvato. No se general poder reductor

El cuadro 15 presenta el esquema general  de las tres
fermentaciones con mayores aplicaciones biotecnoló-
gicas:

C6H12O6 CO2 + CH3CH2OH Alcohólica

C6H12O6 CH3CHOHCOOH Homoláctica

C6H12O6 CO2+ CH3CH2OH +  CH3CHOHCOOH

Heteroláctica

Los sustratos son en general azúcares, aunque muchos
microorganismos pueden usar proteínas, aminoácidos, para
obtener energía por esta vía. Los donadores y aceptores
de electrones surgen de la degradación del sustrato.

La molécula clave en este proceso es el ácido pirúvico

producido en la vía glicolítica, donde se generan los do-
nadores de electrones para las distintas fermentaciones
(triosa-P). El tipo de fermentación dependerá de las en-
zimas que posea el microorganismo y de las condicio-
nes del ambiente.

Los tipos de fermentaciones sirven también para identifi-
car microorganismos (figura 5) (Prescott et al., 1999).

 ➤

 ➤ ➤

Cuadro 15- Fermentaciones alcohólica y láctica

fermentación donador de e
-

aceptor de e
-

enzimas productos finales

alcohólica triosa-P acetaldehido deshidrogenasa CO
2
,

alcohólica etanol

homoláctica triosa-P ácido pirúvico deshidrogenasa ácido láctico
láctica

Gliceraldehído-3 -  P

NAD+ NAD+

NADH+H+ NADH+H+

1,3-bisfosfoglicerato

Piruvato

NADH+H+

NAD+

NADH+H+

NAD+

Lactato

γγγγγ

NAD+
1/2O

2
+2H+ H

2
O

2H+ 4H+ 2H+

NADH

+H+

Matriz

Figura 4- Comparación entre la respiración y la fermentación (Prescott et al., 1999)
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Rendimientos energéticos

38 ATP/glucosa en la respiración con O2:
* 10 NADH x 3ATP= 30 ATP
* 2FADH2 x 2 ATP = 4 ATP
* 2ATP + 2 GTP = 4 ATP
2 ATP/ glucosa en las fermentaciones

Menos de 2-6 ATP/glucosa en respiraciones anaero-
bias: los electrones entran en general pos los citocro-
mos.  El NAD+ se regenera por flujo inverso de electro-
nes con gasto de ATP (figura 10).

Características de las fermentaciones

i) Diferentes organismos liberan distintos productos por
las fermentaciones (ácidos, alcoholes, solventes, H

2
)

que son usados para su identificación y aprovechados
por el hombre

ii) Mucha energía de los azúcares se pierde en las fer-
mentaciones como “productos de deshecho”, es un pro-
ceso ineficiente

iii) El poder reductor generado en la vía glicolítica se usa en
la reducción del piruvato. No se general poder reductor

El cuadro 15 presenta el esquema general  de las tres
fermentaciones con mayores aplicaciones biotecnoló-
gicas:

C6H12O6 CO2 + CH3CH2OH Alcohólica

C6H12O6 CH3CHOHCOOH Homoláctica

C6H12O6 CO2+ CH3CH2OH +  CH3CHOHCOOH

Heteroláctica

Los sustratos son en general azúcares, aunque muchos
microorganismos pueden usar proteínas, aminoácidos, para
obtener energía por esta vía. Los donadores y aceptores
de electrones surgen de la degradación del sustrato.

La molécula clave en este proceso es el ácido pirúvico

producido en la vía glicolítica, donde se generan los do-
nadores de electrones para las distintas fermentaciones
(triosa-P). El tipo de fermentación dependerá de las en-
zimas que posea el microorganismo y de las condicio-
nes del ambiente.

Los tipos de fermentaciones sirven también para identifi-
car microorganismos (figura 5) (Prescott et al., 1999).

 ➤

 ➤ ➤

Cuadro 15- Fermentaciones alcohólica y láctica

fermentación donador de e
-

aceptor de e
-

enzimas productos finales

alcohólica triosa-P acetaldehido deshidrogenasa CO
2
,

alcohólica etanol

homoláctica triosa-P ácido pirúvico deshidrogenasa ácido láctico
láctica

Gliceraldehído-3 -  P

NAD+ NAD+

NADH+H+ NADH+H+

1,3-bisfosfoglicerato

Piruvato

NADH+H+

NAD+

NADH+H+

NAD+

Lactato

γγγγγ

NAD+
1/2O

2
+2H+ H

2
O

2H+ 4H+ 2H+

NADH

+H+

Matriz

Figura 4- Comparación entre la respiración y la fermentación (Prescott et al., 1999)
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Breve repaso sobre bioenergética
Todos los procesos generadores de energía (cuadro 12)
se caracterizan por la transferencia de electrones desde
una sustancia con mayor poder reductor hacia una con
menor energía libre. El cuadro 13 muestra diversos pares
redox. Volveremos a él cuando se presenten procesos
redox realizados por los microorganismos con materia
orgánica y mineral.

Cuadro 12- Generación de energía

Oxidación de compuestos                 luz
 orgánicos o inorgánicos

ENERGIA
(1KCAL=4,184Kjulios)

∆Gº =energía libre (disponible para realizar trabajo)
a pH 7,0 y 25ºC

ATP +  H
2
O= ADP + Pi      ∆Gº= - 31,8kj/mol

en anaerobiosis: ∆Gº= -60kj/mol
en aerobiosis  ∆Gº= -75kj/mol

Cuadro 13- Potenciales redox

Semi reacción Eo [v]

6CO
2
 + 24 H

+
  +  24 e

-
   =  C

6
H

12
O

6
  +  6H

2
O -0.43

2H
+
 + 2e

-
  =  H

2
-0.41 **

NAD
+
  +  2H

+
  +  2e

- 
 =  NADH +  H

+
-0.32

CO
2
  + HCO

3

-
 + H

+
 + e

- 
 = CH

3
COO

-
  +  3H

2
O -0.29

CO
2(g)

  + 8H
+
  +  8e

-
  =  CH

4(g)
  +  2H

2
O -0.25 **

S
(s)

  +  2H
+
  +  2e

- 
 =  H

2
S

(g)
-0.24

SO4
-2
  +  9H

+
  +  8e

-
  =  HS

-
  +  4H

2
O -0.22 **

piruvato + 2H
+
  +  2e

-
  =  lactato -0.19

NO
3

-
+ 10H

+
  +  8 e

-
   =  NH

4

+
  +  3H

2
O 0.36

NO
3

-
 + 2H

+
 + 2e

-
   =   NO

2

- 
+  H

2
O 0.42

CHCl
3
  +   H

+
  + 2e-  = CH

2
Cl

2 
 + Cl

-
0.56

CCl
4
 + H

+
  + 2e-  = CHCl

3
  + Cl

-
0.67

2NO
3

-
  + 12H

+
  + 10 e

-
   =   N

2
 +  6H

2
O 0.74 **

Fe+3  +  e
-
  =  Fe+2 0,76

O
2
 + 4H

+
 = 2H

2
O 0.82

Catabolismo de hidratos de carbono en microor-
ganismos
La figura 1 y el cuadro 14 resumen la degradación de distin-
tos sustratos orgánicos por  algunas de las vías presentes en
los microorganismos: la glicólisis, la vía de las pentosas fos-
fato y su continuidad en  las fermentaciones o la entrada al
ciclo de los ácidos tricarboxílicos (ATC) y la reoxidación de
las coenzimas reducidas por fermentación o quimiósmosis.
La figura 2 (Prescott et al., 1999). repasa la glicólisis, por la
cual un microorganismo obtiene una ganancia neta de 2 ATP
y 2 NADH/mol de glucosa, en ausencia de oxígeno.

� muchos azúcares-P pueden ser  convertidas en glu-
cosa-6P

� 2 ATP se invierten en la producción de fructosa (C6)
bifosfato

� Fructosa 1,6-bi-P se corta en dos moléculas intercam-
Figura 1-  Degradación de distintos sustratos por

microorganismos (Prescott et al., 1999)

Etapa 1

Etapa 2

Etapa 3

proteínas

aminoácidos

NH3

polisacáridos

monosacáridos

ATP
NADH

Piruvato NADH

Acetil CoA

Citrato
ATP
NADH

FADH
2Isocitrato

CO
2

ααααα-cetoglutarato

CO
2Succinil Co A

Cadena de
tranporte

de electrones

Oxaloacetato

Ciclo de los
ácidos

tricarboxílicos

lípidos

Glicerol + ácidos grasos

  NADH

FADH
2

CoQ

Citocromos

ATP

O
2

 ➤  ➤
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1 2

Lactato NADH Piruvato Acetaldehído
NADH Etanol

CO
2

Piruvato

CoASH

CO
2

3     4

CO
2

Oxaloacetato acetolactato

Acetil -CoA Formato

NADH

Malato

H
2
O

Fumarato

Succinato

CO
2

Propionato

Pi
CoA

Acetil     P
ADP
ATP

Acetato

6

Acetoacetil-CoA

CO2

Acetona

NADH

Isupropanol

NADH

Butiril -CoA

NADH

Butiraldehído

NADH

CoA

Pi
Coa

Butiril   P
ADP
ATP

CO
2

5
CO

2

Acetoína

NADH

H
2

Acetaldehído

NAHD

Etanol

Cuadro 16- Aplicaciones de la fermentación
alcohólica

� levadura del pan

� como alimento, complemento proteico

� aditivos en medios de cultivo: agua y extracto de
levadura (vitaminas, aminoácidos, etc.)

� producción de etanol como solvente, combustible

� producción de bebidas: vino, cerveza, sidra.
   destiladas: ron, whisky, etc.

Fermentación láctica
La enzima clave es la deshidrogenasa láctica que actúa
con NAD y la realizan las llamadas bacterias ácido-lácti-
cas, algunos hongos y el músculo de los animales. Pro-
ducen casi exclusivamente ácido láctico (figura 6).

Fermentación heteroláctica
Las bacterias carecen de enzimas de la vía glicolítica (al-
dolasa y triosafosfato isomerasa) y la degradación de la
glucosa se realiza por la vía del fosfogluconato: oxidan
glucosa-6P a 6-fosfogluconato que luego decarboxilan a
pentosa-P. Esta se transforma en triosa-P y acetil-P por la
enzima fosfocetolasa. La triosa da ácido láctico con la
formación de un mol de ATP, mientras que el acetil-P acep-
ta electrones a partir de los NADH generados en la pro-
ducción de pentosa-P y se convierte en etanol sin produc-
ción de ATP.

El rendimiento energético es menor: 1 solo mol de ATP, en
lugar de 2 como en los homofermentadores, que  producen
el doble de biomasa por mol de azúcar fermentado.

No se acumula poder reductor (figura 7).
La producción de CO2 es una forma sencilla de distinguir
un grupo de otro. Importantes productos son formados en
estos procesos, que el hombre ha aprovechado desde muy
antiguo, incluso antes de conocerse el rol de los microor-
ganismos en el proceso.

El balance energético es muy bajo, 2 ATP en las fer-
mentaciones alcóholica y láctica y 1 en la heterolácti-
ca. No se genera poder reductor, por lo cual el micro-

.

Figura 5- Tipos de fermentaciones

Fermentación alcohólica
La enzima involucrada es la deshidrogenasa alcohólica,
el donador de electrones se encuentra en la vía glicolíti-
ca (triosa-P) y los productos finales son el etanol y el
CO

2
. Se realiza en el músculo y entre los microorganis-

mos son sobre todo los hongos y entre ellos las levadu-
ras, como Saccharomyces cereviseae, son muy emplea-
das en la producción industrial de etanol, en la vinifica-
ción, en la panificación (el CO

2
 es el agente levador, el

etanol se volatiliza en el horno).

El empleo de distintas sustancias químicas que al hume-
decerse y con la temperatura liberan CO

2
 (tartratos, bicar-

bonatos) empelados en los polvos de hornear, no ha po-
dido sustituir a las levaduras, que dan a la masa un sabor
y textura muy particular.

El cuadro 16 resume las múltiples aplicaciones biotec-
nológicas de la fermentación alcohólica, una de las más
empleadas, junto a la fermentación láctica, a nivel in-
dustrial. Ya vimos el uso del agua o del extracto de leva-
duras en los medios de cultivo, como fuentes de ami-
noácidos, de carbono y de factores de crecimiento (vita-
minas y otros).



Lillian Frioni48

Los mecanismos de biosíntesis de distintas macromolé-
culas, como hidratos de carbono, lípidos, proteínas, áci-
dos nucleicos, no serán analizadas ya que los procesos
no difieren mayormente en la escala biológica. En efecto,
el equipo enzimático y los mecanismos bioquímicos sue-
len ser similares en una bacteria y en organismos supe-
riores, incluido el hombre.

Cuadro 10- Estrategias bioenergéticas en
microorganismos

Fermentaciones

Donadores y aceptores de electrones compuestos or-
gánicos
Rinde poca energía (E) y nada de poder reductor.  Ej:
fermentaciones láctica y alcohólica

Respiraciones

Donadores de e- pueden ser orgánicos o inorgánicos,
los aceptores son en general  inorgánicos:
O

2
 (aerobia)

CO
3

=
, SO

4

=
, NO

3

-
, Fe

+++
 (anaerobia)

Fotosíntesis

Transformación de energía  lumínica en química por  fo-
tofosforilación
Oxigénica  (la superior), libera O

2

Anoxigénica (bacterias anaerobias, no liberan O
2
)

Cuadro 11- Objetivos del metabolismo
bioenergético

i) obtención de energía

* nivel del sustrato:
ác.2P-glicérico—  ác.P-enol pirúvico—  ác. pirúvico +ATP
* transporte de electrones (CTE en membranas): fosfori-
lación oxidativa, fotofosforilación

Reacciones de biosíntesis

ii) poder reductor

* autotrofia:  CO
2
  ——     Corgánico

* transferencia de poder reductor:
sustrato oxidado + NADH  —    sust.reducido+ NAD

+

4) Clasifique nutricionalmente a los siguientes microorga-
nismos

A B C D

C-CO2 + - + +
C-orgánico - + - -

Luz + - - +
Reacciones químicas - + + -
Donadores de electrones H

2
O orgánico NH

4
+ ác. acético

Clasificación:

Ejemplos:
5) Relativa al cuadro 7
i)Clasifique los medios de cultivo  (1...5) por su empleo en

el laboratorio
ii) Señale los factores de crecimiento presentes en los

medios y su rol en la célula
ii) Cómo haría diferencial al medio 3?
iv) Cómo trabajaría en anaerobiosis con el medio 4?
v) Rol del par fosfato en los medios de cultivo

Metabolismo bioenergético
en los microorganismos

El cuadro 9 es un clásico esquema sobre la utilización de
los nutrientes con el objeto de obtener energía o con fines
biosintéticos. Se abordarán distintos aspectos relaciona-
dos a los mecanismos de obtención de energía por los
microorganismos, que como todo organismo, emplean los
tres tipos de procesos: fermentación, fotosíntesis y res-

piración (cuadro 10).

Cuadro 9- Metabolismo bioenergético y
biosintético

 ➤

 ➤

 ➤ ➤

fuentes biopolímeros
de energía Pi

  calor          energía ADP intermediarios
                    utilizable biosintéticos

productos ATP depósitos
metabólicos  celulares

nutrientes
externos

 ➤

 
➤

 ➤

 
➤

 ➤
 ➤

 ➤

 ➤
 ➤  ➤

 ➤
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organismo debe oxidar gran cantidad de sustrato para
lograr desarrollarse.

Bacterias acidolácticas
Son quizás unas de las bacterias más estudiadas y culti-
vadas por su importancia económica ya que participan en
las transformaciones de un alimento tan importante como
la leche y son responsables de  aplicaciones biotecnoló-
gicas en derivados de la leche: leches agrias y yogur, que-
sos. La producción de ácido láctico hace que el producto
se estabilice, evitando el deterioro microbiano. Este pro-
ceso se emplea también en la conservación de pasturas y
granos en el proceso conocido como ensilaje, tema que
será tratado en el capítulo 18.

La figura 8 (Prescott et al., 1999) presenta características
de representantes de los tres géneros más distribuidos:

Lactobacillus, Streptococcus y Leuconostoc. En base a la
composición de (G+C)% en el ADN y el tipo de fermenta-
ción que realizan, en esta familia se incluyen los géneros:
Lactobacillus, Streptococcus y Leuconostoc, Pediococcus,

Enterococcus, y Lactococcus. Se encuentran muy distri-
buidas en la naturaleza: en pastos, cuerpo del ganado,
leche. Algunas especies son habitantes del intestino y mu-
cosas y pueden encontrarse representantes patógenos.

Por más detalles y aplicaciones biotecnológicas de estas
bacterias, se remite al capítulo 19.

Otras fermentaciones producen moléculas de gran va-
lor económico: acetona, butanol, propanol, ácido acéti-
co, butírico, H

2
, etc. Y muchas veces  resulta más eco-

nómica su producción vía fermentaciones que por sínte-
sis química.

Respiraciones

Constituye un proceso redox de obtención de energía en
donde los donadores de electrones pueden ser compues-
tos orgánicos o inorgánicos, pero los aceptores son por lo
general inorgánicos (O

2
 o compuestos distintos al O

2
). La

ecuación general de las respiraciones se puede esque-
matizar:

CTE
AH2  + B             A + BH2

A  y  B donador y aceptor de electrones, CTE cadena
transportadora de electronesFigura 7- Fermentación heteroláctica

glucosa                  glucosa-6P                 6P-gluconato

       ATP              ADP           NAD           NADH

   NADH

        ribulosa - 5P           CO2

        gliceradldehído - P

           NAD                  2 ADP                         acetil - P     NADH

          NADH                2 ATP          NAD
                   ácido pirúvico             acetaldehído - P

        NADH                                      NADH

         NAD    NAD

                   ácido láctico        etanol

NAD

 ➤

 ➤

 
➤

Figura 6- Fermentación homoláctica

Se cree que es el metabolismo bioenergético más anti-
guo, cuando no existía el O2. Los microorganismos fer-
mentadores se han adaptado a las nuevas condiciones
de la atmósfera, realizando el mismo proceso que sus
ancestros.

 ➤
 

➤

2ADP        2ATP

C
6
H

12
O

6
2 CH

3
COCOOH

                                               (ácido pirúvico)

              2 NAD      2NADH deshidrogenasa

láctica

                                                             NADH

                                                             NAD

2 CH
3
CHOHCOOH

(ácido láctico)

 ➤
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En resumen: la práctica de aislamiento tiene por objeto
la obtención de cultivos puros, formados por la progenie
o clon de una sola célula, en general en forma de colo-
nia a partir de una célula. Las colonias se describen en
función de su: tamaño, forma, borde, elevación, color,
olor, que ayuda en la identificación (caracteres cultura-
les en medio sólido). A partir de colonias aisladas se rea-
liza un examen microscópico (morfología, coloración de
Gram) que  brindan los caracteres morfológicos y tinto-
riales.  Las colonias se reaislan por repique en medio no
selectivo para asegurarse su pureza.

Preguntas de repaso

1) Conceptos y ejemplos de:
Nutriente
Medio de cultivo
Condiciones de cultivo

2) Señale: ejemplos de microorganismos auto y hetero-
tróficos, asi como aquellos de mayor capacidad biosin-
tética.  Cuales son los más distribuidos en la naturale-
za?

3) Complete el siguiente cuadro indicando la forma
química en que los principales elementos se usan
como nutrientes a vegetales, animales y microor-
ganismos

Elemento vegetales animales microorganismos
C
N
S
P
Fe
Ca
Mn
Micronutrientes

anaerobiosis, respiración anaerobia

componentes aceptor e
-

Organismos, inóculo (tierra, lodo, sedimentos de lagos)

ácido orgánico KNO
3
(2%) Pseudomonas (especies desnitrificantes)

extracto de levadura KNO
3
(10%) Bacillus

ácidos orgánicos Na
2
SO

4
Desulfovibrio, Desulfotomaculum

CH
3
OH Na

2
CO

3
Methanosarcina barkeri

CH
3
NH

2
KNO

3
Hyphomicrobium

anaerobiosis, fermentación

glutamato Clostridium lodo, sedimentos

histidina Tetanomorphum vegetales en descomp., lácteos, rumen, aguas servidas

almidón, amonio Clostridium spp “           “

almidón, N
2

C. pasteurianum “            “

glucosa,

extracto de

levadura, pH 5 bacterias del ácido láctico, “             “
Lactobacillus

Streptococcus pastos, tambos, suelos
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Todos los organismos que la realizan son quimiotrofos
ya que obtienen la energía de reacciones redox. Según
la naturaleza de los aceptores de electrones se distin-
guen dos tipos de respiraciones: aerobias y anaerobias.

En cualquiera de los casos los donadores de electrones
pueden ser orgánicos (lo más frecuente y eficiente) o in-
orgánicos.

La figura 9 relaciona los sustratos orgánicos e inorgáni-
cos con los aceptores de electrones inorgánicos, en los
distintos tipos de respiraciones.

Lacobacillus

Streptococcus

Leuconostoc

Figura 8- Bacterias lácticas

 ➤

RESPIRACION

              Compuestos orgánicos          Flujo de C

                    Flujo de e-

                                    O
2
      NO

3
-     Fe+++   SO

4
=

Respiración aerobia               Respiración anaerobia

              Compuestos inorgánicos      CO
2

                NH
4
+ , NO

2
- ,  S= ,  Fe++ ,  H

2
            Flujo de C

     Flujo de e-
Biosíntesis

          (Ciclo de Calvin)
                  O

2
                 SO

4
=  NO

3
-  Fe+++

                  Respiración aerobia                  Respiración anaerobia

CO
2

CO3
- comp. org.

Figura 9- Flujos de carbono y electrones en las respiraciones

Respiraciones aerobias

Con sustrato orgánico

Los microorganismos son capaces de respirar molécu-
las orgánicas de naturaleza muy diversa, en orden de-
creciente de empleo se pueden señalar: azúcares, alco-
holes, proteínas, aminoácidos, ácidos orgánicos, hidro-
carburos, almidón, pectinas, celulosa, lignina, pesticidas.
La presencia de una cadena transportadora de electro-
nes (CTE) que incluye varias moléculas como NAD, FAD,
citocromos y culmina en el O

2
, es característica de este

proceso. La degradación de un mol de glucosa por esta
vía  rinde 38 ATP, luego del acople con el ciclo de los
ácidos tricarboxílicos.

C
6
H

12
O

6
 + 6O

2
            6CO

2
 + 6H

2
O   (647 kcal/mol)

Esta es una respiración aerobia completa, ya que el sus-
trato es oxidado completamente a CO

2
 y agua, liberando

toda la energía de la molécula. Los sustratos orgánicos
son degradados muy rápidamente por esta vía.

Existen casos en los que los organismos carecen de enzi-
mas del ciclo de Krebs y no pueden llevar el sustrato a
CO2, son las respiraciones con sustrato orgánico incom-

pletas:
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Cuadro 8- Técnicas de enriquecimiento para aislar bacterias de la naturaleza

Fototrófas a la luz, principal fuente de carbono: CO
2

aerobiosis

organismos enriquecidos inóculo

N
2
 como fuente de N cianobacterias agua de pozo, lodos, tierra húmeda a la luz

anaerobiosis

H
2
, ác.orgánicos, N

2
 H

2
S bacterias purpúreas lodos ricos en sulfuros

donador de e
-

no sulfurosas

bacterias sulfurosas
purpúreas y verdes

Quimiautolitotróficas en la oscuridad: fuente de C (CO
2
)

aerobiosis

donador de e
-

aceptor de e
-

organismos inóculo

NH
4

+
O

2
Nitrosomonas tierra, lodos

NO
2

-
O

2
Nitrobacter aguas servidas

H
2

O
2

bacterias del H
2

biodigestores anaerobios

H
2
S, Sº, S

2
O

3

=
O

2
Thiobacillus spp suelos

Fe
+3

, pH bajo O
2

T. ferrooxidans suelos

anaerobia

Sº, S
2
O

3

=
NO

3

-
T. denitrificans suelos, lodos

H
2

CO
2

metanogénicas biodigestor, lodos, rumen

H
2

NO
3

-
Paracoccus denitrificans

Quimiorganotróficas  en la oscuridad, fuente de C compuestos orgánicos
aerobiosis, respiración aerobia

componentes aceptor de e
-

organismos

lactato, NH
4

+
O

2
Pseudomonas fluorescens

vegetación en descomposición pasteurizar (80ºC) para enriquecer en Bacillus

almidón, NH
4

+
O

2
Bacillus polymyxa,  otros Bacillus spp

etanol (4%)+ 1% O
2

Acetobacter, Gluconobacter

extracto de levadura
pH 6, hidrocarburos (ej.aceite mineral),
amonio O

2
Mycobacterium, Nocardia

celulosa, amonio O
2

Cytophaga, Sporocytophaga

azúcares, N
2

O
2

Azotobacter
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CH
3
CH

2
OH + O

2
CH

3
COOH

(preparación de vinagre)

     etanol                                         ácido acético

Estas respiraciones poseen importantes aplicaciones bio-
tecnológicas por |os productos formados, ácidos glucuró-
nicos, ácido acético, etc.

Con sustrato inorgánico

Proceso sólo realizado por bacterias quimioautotróficas
que pueden generar energía en la oxidación de compues-
tos minerales, en aerobiosis, Estas reacciones están aco-
pladas con la reducción del CO2, mediante el ciclo de
Calvin al igual que en la fase oscura de la fotosíntesis:

6 CO
2
 + 18 ATP + 12 NADPH

C
6
H

12
O

6
 + 18 ADP + Pi + 12 NADP+

Reconocemos 5 grupos de respiraciones aerobias con
sustrato inorgánico (cuadro 17). La energía que liberan
estas reacciones es escasa, ya que los electrones entran
a nivel de los citocromos a y b liberando entre 1 y 2 ATP.
Como se aprecia las cadenas son más cortas que en las
respiraciones aerobias y las coenzimas NADH son reoxi-
dadas mediante un transporte inverso de electrones, con
consumo de energía (figura 10).

Cuadro 17- Bacterias quimioautótrofas aerobias

Oxidantes de Ecuación  (ATP) Grupo

Fisiológico

amonio NH
4

+
 + 1,5O

2
 =  NO

2

-
 + H

2
0 Nitritantes

nitrito NO
2

-
 + 0,5 O

2
 =  NO

3

-
 + H

+
Nitratantes

azufre (H
2
S, Sº, S

2
O

3

=
,S

3
O

6

=
) +

 

 
O

2

=
= SO

4

=
Sulfooxidantes

hierro Fe
++

  + O
2
   = Fe

+++
 + H

2
O Ferroxidantes

hidrógeno H
2 
 + O

2
     = H

2
O Oxidantes del H

2

Estas bacterias crecen por lo tanto muy lentamente, su
tiempo de generación es alto y la turbidez en medios de
cultivo es apreciable luego de más de 3 semanas de cre-
cimiento. En los litotrofos la generación de ATP es en prin-
cipio similar que en los organotrofos, excepto que los do-
nadores de electrones son sustancias inorgánicas. Así, el

ATP se acopla a la oxidación del donador de electro-

nes y la energía de reducción se obtiene directamente a
partir del compuesto inorgánico, si tiene potencial redox
suficientemente bajo, o por reacciones de transporte in-
verso de electrones.

El cuadro 18 resume los potenciales redox en estas respi-
raciones que indica que varios compuestos inorgánicos
que pueden dar al oxidarse con el O2, energía suficiente
para la síntesis de ATP.

Cuadro 18 - Producción de energía a partir de la
oxidación  de  varios donadores inorgánicos de

electrones

Reacción ∆Gº (kJ/reacción)

HS
-
 + H

+
 + 0,5O

2
            Sº + H

2
0 -203,2

Sº + 0,5O
2
 + H

2
O            SO

4

=
 + 2H

+
-589,1

NH
4

+
 + 0,5O

2
                  NO

2

-
 + 2H

+ 
+ H

2
O -260,2

NO
2

-
 + 0,5 O

2
                 NO

3

-
- 75,8

Fe
++

 + H
+
 + 0,25 O

2
        Fe

+++ 
+ 0,5 O

2
- 71,2

En Fe
++

 se calculó a pH 2-3, las otras a pH 7,0 - Los datos
son valores promedios a los efectos de comparación.

Su rol puede resultar muy importante en la naturale-
za por la liberación de iones fundamentales para las
plantas: nitratos, sulfatos. La oxidación del hierro con-
duce a la formación de Fe(OH)3 insoluble, indisponi-
ble para los cultivos. Esta sustancia produce obstruc-
ciones en las cañerías de hierro atacadas por las fe-
rrobacterias.

Respiraciones anaerobias
Constituyen procesos realizados solamente por protistas
inferiores (bacterias) en anaerobiosis. Los distintos tipos
se presentan en la figura 9. El flujo de electrones en las
respiraciones, sus cadenas transportadoras de electrones
(CTE) se aprecia en la figura 4.

Los rendimientos energéticos, son muy superiores en las
respiraciones aerobias con sustratos orgánicos.

Las cadenas transportadoras de electrones en las respi-
raciones anaerobias son más cortas, entrando los mis-

 ➤

 ➤

 ➤  ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤
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 Así, la puesta en evidencia de los grupos fisiológicos -
conjunto de organismos taxonómicamente a veces no re-
lacionado, pero que presentan la misma aptitud para efec-
tuar reacciones de biodegradación o de biosíntesis, como
los celulolíticos, los amonificantes, etc., se realiza por siem-
bra en medios selectivos apropiados.

Siembra y aislamiento

Siembra: es colocar un microorganismo en un medio apro-
piado para que se desarrolle.

Se realiza con fines variados: aumentar el número de mi-
croorganismos en medio sólido o líquido, para obtener bio-
masa microbiana para uso industrial, preparar inoculan-
tes biológicos, obtener metabolitos de interés. La siembra
puede realizarse para obtener cultivos puros, entonces
se habla de aislamiento.

Aislamiento: obtención de cultivos puros, en general mi-
croorganismos derivados de una sola célula (clon).

El aislamiento puede ser:

� directo: con ayuda de ansa se siembra la superficie del
medio sólido. Cuando la densidad es alta (como es el
caso de la mayoría de los heterótrofos) se logran colo-
nias aisladas. La ayuda de micromanipuladores per-
mite aislar bajo el microscopio una célula o propágulos
claramente visibles como hongos muy pigmentados, pero
resulta más difícil en el caso de las bacterias.

� por enriquecimiento previo: si la población es baja
se inocula la muestra en un  medio selectivo líquido y
por libre competencia predominarán los grupos capa-
ces de emplear los sustratos. Luego de sucesivos pa-
sajes por medio fresco se logra el aislamiento sem-
brando en la superficie del mismo medio, pero sólido.

Los medios se hacen selectivos por:
1. contener un sustrato específico, como fosfato inso-

luble, celulosa, sales de amonio como única fuente de
nitrógeno y energía, N2, etc.

2. cambio del pH, la acidificación inhibe el desarrollo
de la mayoría de los neutrófilos y se posibilita el creci-
miento de especies resistentes (Lactobacillus, Thio-

bacillus, etc.).

3. con sustancias inhibidoras selectivas: actidiona,
antibióticos, p-nitroitrobenceno, que inhibe a la mayoría
de los hongos, pero no a Fusarium sp.

4. modificando las condiciones de incubación (altas
temperaturas, por ejemplo) se facilita el desarrollo de
termófilos, la anaerobiosis inhibe a los aerobios, etc.
Estos procedimientos son muy útiles para aislar bacte-
rias difíciles de identificar por simple examen micros-
cópico. En cambio, en otros grupos de protistas como
hongos y algas, la diversidad morfológica facilita su re-
conocimiento.

El cuadro 8 resume principios de aislamiento para nume-
rosos microorganismos.

Cuadro 7- Medios de cultivo de complejidad creciente

Componentes comunes                                         componentes adicionales

Medio 1 Medio 2 Medio 3 Medio 4 Medio 5

Agua, 1L

K
2
HPO

4
, 1g NH

4
Cl, 1g NH

4
Cl, 1g NH

4
Cl, 1g

KH
2
PO

4
, 1g glucosa glucosa glucosa

MgSO
4
.7H

2
O, 20mg ácido nicotínico extracto de

100mg levadura, 5g

FeSO
4
.7H

2
O, 10mg

Micronutrientes: Mn,
Mo,Cu,Co,Zn, como  sales
(0,02-0,5mg/L de c/u)
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tadoras de electrones para la oxidación del mismo sus-
trato: una aerobia, que le rinde más energía y otra anae-
robia, más corta, que rinde entre 2 y 3 ATP por mol de
glucosa.

Cuadro 19- Reducción de los nitratos

Bacterias anaerobias facultativas: Pseudomonas, Bacillus,

Spirillum, Micrococcus

Heterótrofas

CH
3
COOH + NO

3

-
               CO

2
 + N

2
 (N

2
O) + OH

-

Sustrato variado: productos de degradación de polímeros:
celulosa, pectinas, almidón

Autótrofas

Sº, S
2
O

3

=
 + NO

3

-
 + H

2
O              SO

4

=
 + N

2
 (N

2
O) + H

+

H
2
 + NO

3

-
              N

2
 (N

2
O) + H

2
O

Thiobacillus denitrificans, único representante del género
con metabolismo anaerobio
Hidrogenomonas agilis, Micrococcus denitrificans

Condiciones para maximizar el proceso
� alto nivel de donadores de electrones (de preferencia

orgánicos)
� alto nivel de de nitratos
� anaerobiosis

Como los nitratos se forman en aerobiosis, una alternan-

cia de períodos de aerobiosis y de anaerobiosis (lluvias y
anegamiento seguidos de aireación en suelos) estimula
mucho este proceso que resulta muy importante en la
depuración de aguas altamente contaminadas: el nitróge-
no orgánico se mineraliza a nitratos en aerobiosis y se
desnitrifica volatilizándose a la atmósfera como N

2
 por

respiración anaerobia.

Aceptor sulfatos (sulfatorreducción)

Este proceso es realizado por un grupo de bacterias anae-

robias estrictas, es decir que sólo pueden crecer en anae-
robiosis. Los géneros más conocidos son Desulfotoma-

culum, Desulfovibrio (cuadro 20).

El proceso perjudica a las plantas que emplean sulfatos,
pero es favorable en la depuración de cursos de aguas
contaminadas, pues volatiliza formas combinadas de azu-
fre, como gas H

2
S (capítulo 12).

Figura 10- Flujo inverso de electrones para reducir
coenzimas (NAD, FAD)

Aceptor nitratos (desnitrificación)

 Proceso perjudicial para las plantas ya que utiliza a
los a los nitratos, que se reducen a N2 que se pierde en
la atmósfera pero el proceso es benéfico para el am-

biente, ya que es la forma de eliminar los nitratos (tóxi-
cos para el hombre y animales) hacia la atmósfera. La
desnitrificación cierra el ciclo del nitrógeno en la natura-
leza (capítulo 10).

La desnitrificación heterótrofa (cuadro 19)  es la más
difundida y es realizada por bacterias capaces de rea-
lizar la reducción desasimilativa de los nitratos, en
ausencia de O2. Estas  bacterias son anaerobias fa-

cultativas, es decir que poseen dos cadenas transpor-

mos a nivel de los citocromos, con lo cual el rendimiento
energético no supera los 2-3  o algo más de moles de ATP
por mol de sustrato oxidado. Las coenzimas deben ser
reoxidadas por flujo inverso de electrones con gasto de
ATP (figura 10). Estos metabolismos son muy antiguos y
poco eficientes.

-0,32V

         NAD+              NADH + H+

Flavoproteína

Citocromos

Cit a
1

Cit a
3

           1/2O2             H2O

+0,82V

ADP + P
1

ATP

NO
2

-
e=

NO
3
-

ADP + P
1

ATP

 ➤
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Hasta la introducción del agar-agar los medios se solidifi-
caron con una proteína, la gelatina, con el inconveniente
de que muchos microorganismos producen proteasas que
la hidrolizan, licuando al medio, inicialmente sólido. El agar-
agar es un polímero de alto peso molecular, aislado de un
alga marina. Funde a los 100ºC y se mantiene en estado
líquido hasta aproximadamente 45ºC lo que permite re-
partirlo en cajas de Petri, antes de su solidificación.

Se usan solidificantes inorgánicos, como el sílico gel, pro-
ducido por la unión de soluciones de silicato de sodio o de
potasio con ácido clorhídrico de densidades adecuadas.
Luego de gelificación y repetidos lavados para eliminar el
ácido restante, se pasan por agua hirviendo y luego se
impregnan con los nutrientes. Es empleado para aisla-
miento de organismos autótrofos, como los nitrificantes.

Los medios sólidos se usan en  tubos o cajas de Petri,
para el aislamiento, purificación y numerosos tipos de es-
tudios. Los semisólidos, llevan baja concentración de so-
lidificante, por ejemplo con 0,2% de agar y son emplea-
dos para estudios de microorganismos microaerofílicos
(cuadro 7). Los medios selectivos son muy útiles para el
aislamiento de miroorganismos con exigencias particula-
res, como los autotrófos (medios sin C-combinado), fija-
dores de N2 (medio sin N-combinado), otros medios lle-
van antibióticos, sales biliares, etc. para evitar el desarro-
llo de organismos no deseados.

El cuadro 7 muestra medios de complejidad creciente, los
medios 2 al 5 llevan los nutrientes del medio 1 más lo
señalado en el cuadro. Se aprecia que las capacidades
metabólicas de los microorganismos decrecen desde los
que se pueden desarrollar en el medio 1 (agua y sales,
sin C ni N combinados) hasta el medio 5 (complejo, con
extracto de levadura como fuente de N - aminoácidos y
factores de crecimiento (vitaminas, aminoácidos, precur-
sores de los ácidos nucleicos).

En resumen los medios pueden ser:
� no selectivos, o de amplio espectro que permiten el de-

sarrollo de muchos microorganismos. Como se supone,
aislar la mayoría de los organismos es tarea imposible.
Se denomina microflora total al conjunto de los heterótro-
fos capaces de crecer en medio con extracto de suelo y
una fuente de carbono y energía, como la glucosa.

Otros medios son más aptos para el desarrollo de los hon-
gos: sales minerales, sacarosa, nitratos, acidificado por
ácidos orgánicos y con antibióticos que inhiben la prolife-
ración de bacterias. Los actinomicetes pueden atacar nu-
trientes más complejos que las bacterias, como caseína,
quitina, almidón, ácidos húmicos, etcétera.

� selectivos, o de espectro limitado, están formulados
para favorecer el desarrollo de un grupo particular de
microorganismos a expensas del resto de la población.

Cuadro 6- Clasificación de los medios de cultivo

Por su origen

� naturales (derivados de tejidos, leche, vegetales, sangre, etc.
� artificiales (sintéticos, de composición química conocida

(complejos, de composición no definida, con: peptonas, extracto de carne,
 de levadura, de suelo, sangre

Por su naturaleza  física

� líquidos (en tubos, matraces, en la industria
� sólidos (solidificantes como agar-agar al 2%,  sílico-gel  (inorgánico)
� semisólidos (0,2% de agar

Por su uso en el laboratorio

� básicos o fundamentales: permiten el desarrollo de microorganismos heterótrofos corrientes. Ej: agua, sales, ClNH
4
,

glucosa
� mejorados o enriquecidos, ejemplo: caldo simple (extracto de carne (5g), NaCl (5g), peptona (10g), agua 1L, pH 7,2
� diferenciales: colorantes distinguen colonias por cambios de pH, potencial redox. Ejemplo: agar simple con glucosa y

azul de bromotimol
� selectivos: permiten el desarrollo de un tipo microbiano. Ejemplo: nitrificantes (agua, sales, ClNH

4
, pH neutro, oscuridad
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El CO
2
 (carbonatos) actúa  como donador y el H

2
 como

aceptor de electrones (autotróficas)

En la metanogénesis acetoclástica, las bacterias quimio-
heterótrofas pueden desdoblar el ácido acético en meta-
no y CO

2
.

La mayoría de las bacterias metanogénicas son Arche-

obacterias, o sea las bacterias más primitivas, que sólo
crecen en ambientes desprovistos de O

2
, muchas veces

actúa más de una especie, sinérgicamente y resulta difícil
su aislamiento en cultivo puro.

Una importante aplicación de este proceso microbiano
lo constituye la biotransformación de residuos orgáni-
cos en:

� biogás (mezcla de gases donde predomina el metano,
con H

2
, CO

2
, etc)  y

� biofertilizante un resto no contaminante que contiene
la fracción lignocelulósica de los restos orgánicos y bio-

masa microbiana que lo hace apto para uso como me-
jorador de suelos.

Cuadro 22- Reducción de iones férricos
(ferrireducción)

MO + Fe
+++

            CO
2
 + H

2
O + Fe

++
 (soluble)

Complejos organo-metálicos

Sideróforos + Fe
+++

            el complejo entra a la
célula y           se reduce en el citoplasma (Fe

++ 
asimilable)

(reductasa-férrica)

Corrosión anaerobia de metales

4Fe + SO
4

=
 + H

2
O            SFe + 3Fe(OH)

2
  (soluble) + OH

-

Este proceso es muy aplicado en el tratamiento de resi-
duos de tambos (estiércol), restos de cosechas y en la
depuración de efluentes de fábricas, en anaerobiosis y es
tratado en el capítulo 21.

El cuadro 22 resume la intervención del hierro en proce-
sos redox anaerobios, que lleva a los iones férricos inso-
lubles y no aprovechables por las plantas a formas redu-
cidas ferrosas, solubles (capítulo 12).

Fotosíntesis

Constituye un proceso redox de conversión de la energía
lumínica en energía química (ATP). La energía de la luz
se emplea para reducir CO

2
  o compuestos orgánicos

menos reducidos a moléculas orgánicas (azúcares), por
organismos aerobios y anaerobios.

Tipos de fotosíntesis en los microorganismos

1) CO
2
 + 2H

2
O (CH

2
O)n + H

2
O + O

2
  (oxigénica)

2) CO
2
 + H

2
S (CH

2
O)n + Sº (anoxigénica)

3) CO
2
 + CH

3
COOH (CH

2
O)n + H

2
O “

4) CH
3
COOH (CH

2
O)n  + H

2
O “

La oxigénica (tipo 1) es la realizada por los vegetales y
entre los microorganismos por las algas (protistas supe-
riores) y las cianobacterias (protistas inferiores), libera

Cuadro 20- Reducción de los sulfatos

Bacterias  anaerobios estrictas, G-, bacilos con flagelos
polares
Heterótrofas

CH
3
CH

2
OH  + SO

4

= 
           CH

3
COOH + 2CO

2
 + S

=
 + 2H

2
O

 Autótrofas

H
2
 + SO

4

=
           2H

2
O + S

=

Los sulfuros (H
2
S, volátil y tóxico para vegetales

                     (precipitan con metales        FeS (insoluble)

Aceptor carbonatos (CO
2
)  Metanogénesis

Proceso muy importante en la naturaleza, permite la de-
gradación de moléculas orgánicas hasta la producción de
gas metano (cuadro 21).

Cuadro 21- Reducción de los carbonatos (CO
2
)

Hidrogenotrófica: CO
2
 + 4H

2
              CH

4
 + 2H

2
O (autótrofas)

Acetilclástica  CH
3
COOH             CO

2
 + CH

4

Methanosarcina, Mathanobacillus, Methanococcus

Metilotrófica: usan metilamina, metilsufuros (heterótrofas)
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Fotoautoorganotrofos  Bacterias fotosintéticas no sulfu-
rosas (emplean sustancias orgánicas simples como do-
nadores de electrones en la fotosíntesis)

Quimioautolititrofos  Bacterias oxidantes del amonio, del
nitrito, del azufre, del hierro, del hidrógeno (aerobias),
desnitrificantes autótrofas (anaerobias). Importantes en los
ciclos biogeoquímicos.

Quimioheterotrofas La mayoría de los microorganismos
usan materia orgánica como fuente de energía, de carbo-
no y donadores de electrones (la sustancia que se oxida).
En general la misma sustancia puede cumplir todas estas
funciones. Todos los hongos, protozoos y la mayoría de
las bacterias pertenecen a esta categoría.

Medios de cultivo

Un gran desarrollo en la microbiología se ha logrado lue-
go del aislamiento y cultivo de los microorganismos en el
laboratorio. Esto se logró a partir de su siembra en los
llamados medios de cultivo: conjunto de nutrientes que
permiten el desarrollo de microorganismos particulares.
Todos contienen agua y fuentes de energía, C, N, S, Fe,
P, etc., micronutrientes, factores de crecimiento y aditivos
como colorantes, antibióticos, sales, etc.

Para el desarrollo microbiano es necesario tener en cuen-
ta además de los nutrientes, las llamadas condiciones

de cultivo: el pH, presión osmótica, temperatura de in-
cubación, nivel de oxígeno, etc. a niveles adecuados,
sin las cuales el microorganismo no se desarrollará o lo
hará mal.

Condiciones para el crecimiento microbiano

Se toman en cuenta:
Los medios de cultivo, que aportan los nutrientes, como
el agua, fuentes de E, C, N, S, P, etc., los micronutrientes,
empleados en baja concentración (Cu, Cd, Zn, etc. y los
que actúan como factores de crecimiento (vitaminas, ami-
noácidos esenciales, bases de ácidos nucleicos).

Las condiciones de cultivo:   temperatura, radiaciones,
luz, aireación, presión osmótica, que afectan el desarrollo
de los microorganismos.

Clasificación de los medios de cultivo
Los medios de cultivo (cuadro 6) pueden ser de origen na-
tural, como jugos vegetales, leche, etc. o artificiales, formu-
lados en el laboratorio. Por su naturaleza física, se usan
líquidos para propagar un microorganismo, para el estudio
de aspectos metabólicos, etc., sólidos, con sustancias soli-
dificantes, en general orgánica como agar-agar al 2%, o
minerales, como el sílico-gel.

Cuadro 5- Ejemplos de tipos nutricionales microbianos

Tipo Fuente Fuente de Donadores Ejemplos

de energía carbono de electrones

Fotoautolitotrofos luz CO
2

Agua, sulfuros, H
2

Algas, cianobacterias
 (FAL) Bacterias fotosintéticas

sulfurosas

Fotoautoorganotrofos luz CO
2

Ácidos orgánicos Bacterias fotosintéticas
(FAO)  no sulfurosas

Fotoheteroorganotrofos luz Materia orgánica Materia orgánica Algunas bacterias
(FHO) (ácidos) (ácidos) fotosintéticas no sulfurosas

Quimioheteroorganotrofos Reacciones Materia orgánica Materia orgánica La mayoría de los
 (QHO) químicas microorganismos

Quimioautolitotrofos Reacciones CO
2

NH
4

+, S=, H
2
, etc. Pocas bacterias

(QAL) químicas típicas y archeae
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oxígeno y 2 ATP y 2 NADPH+ por vuelta y emplea agua
como donador externo de electrones (litotrofos). Es con-
siderada más reciente en la evolución en relación a la
anoxigénica. Los microrganismos poseen dos fotosiste-
mas: I generador de ATP y poder reductor y el II que libera
O

2
 consecuencia de la fotólisis del agua (figura 11).

El cuadro  23  presenta a los microorganismos fotosin-
téticos, eucariotas y procariotas. Es curiosa la posición
de las cianobacterias, que poseyendo estructura celu-
lar procariota han evolucionado en la función fotosin-
tética, al emplear el agua como donador externo de
electrones.

La fotosíntesis anoxigénica (tipos 2, 3 y 4) es más pri-
mitiva, es conocida como fotosíntesis bacteriana, o cícli-
ca, los electrones de la clorofila bacteriana, o bacterioclo-
rofila, que absorbe en el infrarojo (700-800nm), vuelven a
ella por lo que genera sólo 1 ATP por vuelta de los electro-
nes. Se realiza en anaerobiosis y surgió cuando en la
atmósfera no había oxígeno. El NADP+ es reducido por
flujo inverso de electrones o directamente por los dona-
dores externos de electrones en reacción independiente
de la luz (cuadro 24).

Cuadro 24-  Reducción de NAD+ en bacterias
verdes y purpúreas

ATP ADP + Pi

H
2
S, Sº + NAD+ Sº, SO

4

=
 + NADH + H

+

ac. orgánicos fumarato
succinato

El tipo 2) es realizado por las bacterias fotosintéticas sul-
furosas purpúreas y verdes: Chromatiaceae y Chlorobia-

ceae (géneros más conocidos: Chromatium y Chlorobium)

distinguibles por sus pigmentos. Usan H
2
S o H

2
 como do-

nadores de electrones. El Sº acumulado en las células
puede ser empleado como fuente de energía cuando cre-
cen en quimiotrofia, sin luz. Crecen en barros o aguas en
donde hubo anaerobiosis (producción de H

2
S).

El tipo 3) y 4) lo realizan integrantes de una sóla familia de
bacterias fotosintéticas no sulfurosas: Rhodospirillaceae

(género Rhodospirillum). No pueden emplear H
2
S ni H

2

como donadores de electrones, pero si moléculas orgáni-
cas simples, como ácidos o alcoholes. El tipo 4) no puede
reducir el CO

2
 (la forma más oxidada del carbono) con la

energía de la fotosíntesis, la que sólo le alcanza para re-
ducir moléculas de estado de oxidación intermedio (áci-
dos) hasta carbohidratos.
Son fotoheteroorganotrofas.

La mayoría de las bacterias fotosintéticas anaerobias se
desarrollan en ambientes anegados, barros, capas sub-
superficiales de suelos, sucediendo a las bacterias sulfa-
torreductoras, que liberan ácido sulfhídrico en anaerobio-
sis. También la mayoría es capaz de fijar N

2
, por lo que

constituyen una importante herramienta de estudio; el flu-
jo electrónico de la fotosíntesis es capaz de reducir CO

2
 y

N
2 
en anaerobiosis.

Figura 11– Esquemas de las fotosíntesis oxigénica (A) y de la
anoxigénica (B)

Cuadro 23- Diversidad de organismos
fotosintéticos

eucariotas procariotas

plantas superiores cinaobacterias
algas filamentosas bacterias sulfurosas

y  unicelulares verdes y purpúreas
(diatomeas, euglenoides, bacterias no sulfurosas

dinoflagelados) verdes
y purpúreas

 ➤

 ➤

-1.5

-1.0

 0.0

 1.0
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P680+
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B
I NADP

Q NADPH, H

CIT. bc

CIT. c

Donadores externos
de electrones

Feofitina
PQ

CIT. b/f

PC

H
2
O

O
2
 + H+

Complejo
Mn
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Fuentes de energía (fototrofos              emplean la luz
                                  (quimiotrofos         reacciones químicas con sustratos:   orgánicos
                                                                                                                           inorgánicos

Fuente principal de carbono (autótrofos               CO
2

                                                 (heterótrofos           compuestos inorgánicos

Fuente de donadores de electrones/H+   (orgánicos                  organotrofos
(molécula que se oxida)                               (inorgánicos               litotrofos ➤

 ➤

 ➤

la célula en contra de un gradiente de concentración.
Los nutrientes deben atravesar la membrana semiper-
meable por ósmosis, por los mecanismos conocidos
como: difusión facilitada, transporte activo y por translo-
cación de grupos.

Microorganismos eucariotas sin pared o con orificios en
la misma incorporan nutrientes por endocitosis: pinoci-
tosis en el caso de sustancias en solución (gotas)  o fago-
citosis, sustancias particuladas (bacterias).

El sistema más común entre las bacterias es la difusión

pasiva, proceso por el cual las moléculas se desplazan
desde una región de alta concentración a otra de menor
concentración. Cuando intervienen proteínas de mem-
brana (permeasas) que se unen al sustrato para facilitar
su difusión al interior de la célula se habla de difusión

facilitada.

El transporte activo permite el pasaje de moléculas en
contra de un gradiente de concentración, situación muy
común en la naturaleza, con aporte de energía en forma
de ATP, lo que permite concentrar sustancias con inter-
vención de proteínas transportadoras que se unen a de-
terminados solutos en forma muy específica y forman un
poro en la membrana. Sustancias similares pueden com-
petir por la proteína de transporte tanto en la difusión faci-
litada como en el transporte activo. Las bacterias emplean
también la fuerza motriz de protones (generada en el gra-
diente de protones en el transporte de electrones a nivel
de membrana) para dirigir el transporte activo.

Los microorganismos presentan varios sistemas de trans-
porte para una misma sustancia, lo que les brinda gran
ventaja competitiva en el ambiente.

La translocación de grupos implica la introducción de una
sustancia al interior de la célula luego de modificarla quí-
micamente, el sistema de translocación que mejor se co-
noce, es el del fosfoenolpiruvato, sistema fosfotransfera-
sa de azúcares. Muchos hidratos de carbono son trans-
portados por este mecanismo.

Importante es el papel que juegan los sideróforos, molé-
culas orgánicas de bajo peso molecular, capaces de formar
complejos organo-metálicos con el ion férrico a los efectos
de transportarlo al interior de las células, donde una hierro
reductasa lo reduce  a ión ferroso, asimilable por el micro-
organismo. El tema es relevante en el control biológico de
microorganismos fitopatógenos, quienes compiten por ba-
jos niveles de hierro disponible en los suelos, con los micro-
organismos antagonistas seleccionados e inoculados en las
semillas en viveros, como Pseudomonas (capítulo 17).

Clasificación nutricional
de los microorganismos

Los microorganismos se clasifican nutricionalmente por
la naturaleza de su fuente de energía, por la fuente princi-
pal de carbono y por la naturaleza de los donadores de
electrones (cuadro 4).

El cuadro  5  presenta los tipos nutricionales más comu-
nes, donde se aprecian organismos que emplean sustan-
cias muy simples, como minerales y CO

2
 y aquellos, más

exigentes, con requerimientos de compuestos carbona-
dos variados.

Resumiendo  veremos ejemplos de algunos grupos:
Fotoautolitotrofos  Algas, bacterias fotosintéticas sulfu-
rosas, cianobacterias

 ➤

 ➤

 ➤

Cuadro 4  Clasificación nutricional de los microorganismos
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Las figura 11 esquematiza el flujo de electrones en am-
bos tipos de fotosíntesis, la 12 (Madigan et al., 2000) y la
13 (Prescott et al.. 1999), muestran las estructuras celula-
res que albergan a los pigmentos fotosintéticos y pigmen-
tos accesorios en células procariotas y eucariotas.

En el  cuadro 25 se comparan ambos tipos de procesos.

Cuadro 25-  Energía y poder reductor en ambas
fotosíntesis

Poder reductor C energía

anoxigénica

H
2
S CO

2
ADP

Sº              ‹ hv

SO
4

= (CH
2
O)

n
ATP

oxigénica

H
2
O CO

2
ADP

hv              ‹ hv
1/2O2

(CH
2
O)

n
ATP

La figura 14 (Madigan et al., 2000)  muestra la composi-
ción y espectro de absorción de la clorofila a, típica de los
eucariotas, la bacterioclorofila, de los procariotas. Se ob-
serva el mayor espectro de absorción en las bacterioclo-
rofilas, que absorben además en la región azul del espec-
tro, luz de longitud de onda larga, cerca de 1000nm, no
visible al ojo humano (zona oscura, en pantanos, suelos
anegados).

Figura 12- Localización de pigmentos fotosintéticos en
procariotas

Membrana fotositética en láminas
(bacterias purpúreas)

Membranas y vesículas individuales
(clorobio)
(bacterias purpúreas)

Clorosomas unidos a la membrana
plasmática
(bacterias verdes)

Bacterioclorofila asociada directamente
a la membrana plasmática

Figura 13- Localización de pigmentos fotosintéticos en eucariotas
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tos elementos. Integran normalmente enzimas y cofacto-
res, tienen función catalítica y mantienen estructuras pro-
teicas. Así, el Mo interviene en la fijación del N

2
, en la

nitrato reductasa, el Co integra la vitamina B
12

, el Na es
requerido por muchas especies marinas.

Requerimientos de carbono: los microorganismos pre-
sentan gran versatilidad en el empleo de sustancias car-
bonadas.  Por las fuentes de carbono que emplean se
clasifican en:

� autótrofos:  fuentes inorgánicas: CO, CO
2

� heterótrofos: fuentes orgánicas muy variadas: azúca-
res, alcoholes, ácidos grasos, hidrocarburos, polímeros
como la celulosa, lignina.

No existe ninguna molécula orgánica de origen natural
que no pueda ser empleada por un microorganismo.

Especies de pseudomonas pueden emplear más de 100
compuestos diferentes de C orgánico. Desgraciadamen-
te, sustancias sintetizadas por el hombre como los plásti-
cos, el DDT, muchos herbicidas, se degradan muy lenta-
mente o no lo hacen (sustancias recalcitrantes).

En el otro extremo de la escala, se encuentran bacterias
muy selectivas en el empleo de fuentes de carbono: las
metanotróficas, emplean el hidrocarburo metano, meta-
nol, CO y algunas otras moléculas con un sólo C orgáni-
co. Otras emplean CO

2
 y son los microorganismos  pro-

ductores primarios de materia orgánica.

Requerimientos en N, P, S: los microorganismos pue-
den emplear estos elementos  a partir de las mismas fuen-
tes orgánicas de las que derivan el carbono, aunque usan
frecuentemente fuentes inorgánicas, como sales minera-
les solubles. El N lo usan desde fuentes inorgánicas redu-
cidas como el amonio (NH

4
+), pasando por el N-orgánico

(R-NH
2
), N

2
 (diazotrofos o fijadores de N

2
), NO

3
-. La fuen-

te más sencilla de asimilar la constituyen las sales de amo-
nio, ya que el N se encuentra en el mismo estado de oxi-
dorreducción que en los aminoácidos. La célula emplea
energía creciente al asimilar nitratos y nitrógeno molecu-
lar. El S puede ser nutriente como sulfuros (en general
tóxicos para la mayoría de los microorganismos), S-orgá-
nico (puentes sulfuro o disulfuro), Sº, formas inorgánicas

de S hasta sulfatos. El Fe es asimilado en estado reduci-
do (Fe++) o en complejos orgánicos (EDTA-Fe).

Los demás nutrientes son muy empleados en general
como sales solubles.

Factores de crecimiento: muchos microorganismos, in-
cluso los autótrofos, requieren una o más moléculas orgá-
nicas para su desarrollo, ya que no pueden sintetizarla a
partir de los nutrientes. Deben tomarlas completas del me-
dio o bien sus precursores, a muy baja concentración, como
los micronutrientes.  Ejemplos de ellos son: vitaminas (parte
o totalidad de cofactores de enzimas), aminoácidos esen-

ciales para la síntesis proteíca, bases púricas y pirimídi-

cas (para la síntesis de ácidos nucleícos) (cuadro 1).

Muchos microorganismos son empleados para valorar can-
tidades pequeñas de factores de crecimiento, como la vi-
tamina B

12
, riboflavina. El microorganismo se desarrolla

en forma proporcional a la cantidad de factor de creci-
miento agregado al medio de cultivo. Curvas patrones con
estándares puros de la vitamina, permite efectuar las com-
paraciones. Los bioanálisis microbiológicos se emplean
muchas veces a pesar de los avances en las determina-
ciones químicas (Capítulo 20).

Un microorganismo se denomina:
protótrofo cuando emplea los mismos nutrientes que la
mayoría de las cepas de su especie que existen en la
naturaleza. Pero esta bacteria puede mutar y requerir to-
mar del medio el nutriente para su desarrollo, se compor-
ta entonces como

auxótrofo para ese nutriente, como un aminoácido, que
se convierte en esencial. Estos microorganismos se usan
mucho en estudios de genética bacteriana.

En resumen: las potencialidades metabólicas de los mi-
croorganismos son muy variadas (cuadro 9), desde aque-
llos prácticamente autosuficientes (fotolitotrofos), hasta los
muy exigentes, que requieren agregados de varios facto-
res de crecimiento, muchas veces contenidos en los ex-
tractos de lavadura, de malta, de carne, de suelo, etc.

Entrada de nutrientes a la célula
En general los nutrientes deben ser transportados des-
de soluciones diluidas (suelo, aguas, alimentos) hacia
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A modo de resumen el cuadro 26 se analizan los princi-
pales géneros de bacterias fotosintéticas anoxigénicas,
en el 27 se resumen los procesos generales de la fotosín-
tesis y en el 28 se comparan las propiedades de los siste-
mas fotosintéticos encontrados en microorganismos.

Antes de lograr su aislamiento en cultivo puro, Wino-
gradsky puso en evidencia procesos anaerobios fotosin-

téticos en el suelo enriqueciendo poblaciones escasas
de ellas  en una columna de vidrio, que se puede repro-
ducir en cualquier laboratorio. Se colocan barros o sedi-
mentos de estanques o lagos (inóculo), con una fuente
de materia orgánica (papel, almidón, azúcares, etc.),
sulfato de sodio y anaerobiosis. Al cabo de un tiempo
con luz indirecta, se aprecian colores que evidencian el
enriquecimiento logrado (figura 15). Actúan primero bac-
terias sulfatorreductoras heterótrofas que liberan sulfu-
ros que reaccionan con el hierro del suelo dando preci-
pitado negro de sulfuro ferroso.

Parte del sulfuro soluble es fuente de donadores externos
de electrones para las bacterias fotosintéticas, pigmenta-
das de verde y rojo (bacterias verdes y purpúreas). Arriba
se desarrollan algas.

El aislamiento puede lograrse tomando muestras en la
columna con una pipeta, a la altura de los colores típicos
y sembrando en cajas de Petri cerradas y a la luz, a los
efectos de obtener colonias aisladas.

Figura 15- Columna de Winogradsky.
Manchas  negras de sulfuro ferroso, bacterias fotosintéticas:

sulfurosas  purpúreas y verdes y en la parte superior se
desarrollan algas.

Figura 14- Espectro de absorción de la clorofila y de la
bacterioclorofila.
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Cuadro 26-  Bacterias fotosintéticas anoxigénicas
                                    Anoxyphotobacteria

Purpúreas no sulfurosas Flia I Rhodospirillaceae

gén. Rhodospirillum

Purpúreas sulfurosas Flia II Chromatiaceae

gén. Chromatium

Verdes sulfurosas Flia III Chlorobiaceae

gén. Chloorobium
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Cuadro 27- Ecuaciones generales de fotosíntesis

oxigénica
                                algas, cianobacterias

CO
2
 +  2H

2
O (CH

2
O)

n
  + H

2
O + O

2

anoxigénica
CO

2
 + H

2
S (CH

2
O) 

n
 + Sº

bact. sulfurosas purpúreas y verdes
(Chomatiaceae y Chlorobiaceae)

CO
2
 + CH

3
COOH (CH

2
O) 

n
 + H

2
O

bact. no sulfurosas (Rhodospirillaceae)

CH
3
COOH (CH

2
O) 

n
 + H

2
O

integrantes de Rhodospirillaceae

fase oscura:
6CO

2
+

 
18 ATP +12NADPH C

6
H

12
O

6
 +18ADP + Pi

+12NADP+

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

Cuadro 28- Propiedades de los sistemas
fotosintéticos microbianos

Propiedad eucariotas cianobacterias bacterias
verdes y
purpúreas

Pigmento
fotosintético clorofila a clorofila a bacterioclorofila

Fotosistema II presente presente ausente

Donadores
de electrones H

2
O H

2
O H

2
, H

2
S, Sº,

comp.orgánicos

Producción
O

2
oxigénica oxigénica anoxigénica

Productos
primarios de
la conversión
de energía ATP, NADPH ATP, NADPH ATP

Fuente de
carbono CO

2
CO

2
Compuestos orgá-
nicos y/o CO

2

Resumen final: el cuadro 29  vincula la clasificación nutricional de los microorganismos con los posibles mecanismos
de obtención de energía y cita ejemplos de cada grupo.
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to mayor es el diámetro del halo de inhibición, más efi-
ciente es el antibiótico, en este caso impregnado en los
discos de papel de filtro. Por ejemplo, en este caso se
observa que la vancomicina (V) es efectiva para M.

luteus, pero no para el S. albus.

La formación de la penicilinasa, enzima que hidroliza
cadenas laterales de las penicilinas, es un ejemplo de estos
mecanismos de resistencia y la diseminación de estas
resistencias vía plásmidos hace que rápidamente se pro-
paguen patógenos en ambientes intrahospitalarios.

Resumen: el uso indebido de los antibióticos, su reco-
mendación sin efectuar el aislamiento y cultivo del pató-
geno para conocer el antibiótico adecuado, su empleo in-
discriminado en raciones para aves, alimentos para ga-
nado, en invernáculos con ciertos cultivos de valor econó-
mico, han hecho que se deban estar cambiando conti-
nuamente las fórmulas, las cadenas laterales, los radica-
les unidos a la molécula principal y deba gastarse mucho
tiempo y dinero en investigaciones en la búsqueda de
nuevos antibióticos.

Se desarrollan programas internacionales sobre el uso
racional de antibióticos como el de la Organización Mun-
dial de la Salud (OMS) al que muchos países adhieren.

Anexo: Esterilización

Se define por esterilización el proceso por el cual se elimi-
nan todos los microorganismos incluidas las endosporas
bacterianas de cualquier objeto, superficie o medio, por
remoción o muerte de éstos. Se emplean métodos físicos
y químicos (cuadro 12).

Figura 20- Antibiograma para los patógenos Staphylococcus

albus y Micrococcus luteus

Resistencias: si bien la investigación y desarrollo de nue-
vos antibióticos, incluidos los semisintéticos o los comple-
tamente sintéticos (antivirales o antiprotozoarios) se ha
incrementado mucho en los últimos años, tanto los de
espectro reducido (eficaces frente a una gama estrecha
de patógenos), como los de amplio espectro, como la
ampicilina, rifampicina), existe el problema de la pérdida
creciente de eficacia por el desarrollo de resistencias en
los microorganismos originariamente sensibles.

Los mecanismos de resistencia a antibióticos crea-
dos por los microorganismos incluyen:
a) desarrollo de una vía metabólica alternativa a la vía

que el antibiótico bloquea
b) la producción de enzimas que inactivan a los antibióticos
c) alteración del sitio blanco de acción del antibiótico evi-

tando su unión
d) bloqueo del transporte del antibiótico al interior del mi-

croorganismo

Figura 19- Modos de acción de los antibióticos
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 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

Cuadro 29 - Clasificación nutricional de los microorganismos

Fuente de energía:

Luz  (fototrofos) Carbono:  CO
2

( autótrofos)
                  orgánico (heterótrofo)

Reacciones químicas Donadores de e
-
: inorgánico (litotrofo)

(quimiotrofos)                               orgánico (organotrofo)

Electromagnética:  FOTOTROFOS

Fotoautolitotrofos Fotoautoorganotrofo

* Bacterias sulfurosas purpúreas y verdes * Bacterias no sulfurosas purpúreas
(Chromatiaceae y Chlorobiaceae) (Rhodospirillaceae)

CO
2
 + H

2
S            (CH

2
O)n + Sº + H

2
O CO

2
 + CH

3
COOH           (CH

2
O)n+ H

2
O

* cianobacterias Fotoheteroorganotrofo

CO
2
 + 2H

2
O           (CH

2
O)n + O

2
 + H

2
O * Bacterias no sulfurosas

   CH
3
COOH          (CH

2
O)n + H

2
O

No pueden reducir el CO
2

Reacciones químicas: QUIMIOTROFOS

Quimioautolitotrofo Quimioheteroorganotrofo

Bacterias: aerobias La mayoría de las bacterias, todos los hongos, protozoos

oxidantes del amonio: Respiraciones aerobios

NH
4

+
 1,5 O

2
             NO

2

-
+ 2H

+ 
+ H

2
O C

6
H

12
O

6
 + O

2
              6CO

2
 + 6H

2
O

oxidantes del nitrito: Respiraciones anaerobias

NO
2

-
 + 0,5O

2
             NO

3

-
C

6
H

12
O

6
 +NO

3

-
             CO

2
+ H

2
O + N

2

oxidantes del azufre: Aceptores de electrones:
Sº + 1,5O

2
             H

2
SO

4
 + H

2
0 Nitrato: desnitrificantes

S
2
O

3

=
 + 4O

2
           H

2
SO

4
 + H

2
O Sulfato: sulfatorreducción

C
6
H

12
O

6
+SO

4
=           CO

2 
+ H

2
0 + H

2
S

oxidantes del hierro:

Fe
++

 + O
2
            Fe

+++
  + H

2
O Hierro: reducción del Fe

+++

oxidantes del hidrógeno: CO
2
/carbonatos: metanogénesis

 H
2
 + O

2
               H

2
O H

2
 + CO

2
           CH

4
  + H

2
O

Bacterias anaerobias: Fermentaciones:

SH
2
 + NO

3

-
           SO

4

= 
 + N

2
Donadores y aceptores de e

-
: moléculas orgánicas
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� Actinomicetes del género Streptomyces

� Bacterias como las del género Bacillus

� Hongos como los de los géneros Penicillum y Cepha-

losporium

Figura 17- Fórmula de la penicilina

Figura 18- Hongos productores de penicilina
a) halo de inhibición
b) micelio y esporas de Penicillum spp

Su modo de acción (figura 19) es variada, pueden alterar
cualquier estructura sensible de la célula: inhibiendo la
síntesis proteica, actuando sobre los ribosomas 70S, o su
fracción 50S como la eritromicina, estreptomicina o el clo-
ranfenicol, la síntesis de ácidos nucleicos, como la rifam-
picina, alterando estructura de la pared celular (penicilina,
ampicilina, bacitracina, cefalosporinas), o la membrana
(polimixinas), inhibiendo procesos bioenergéticos.

Fue en 1928 cuando el médico escocés Alexander Fle-
ming redescubrió la penicilina (ya detallada en 1896 por
un estudiante en Francia), al dejar durante sus vacacio-
nes una caja de Petri con estafilococos patógenos sobre
los cuales se desarrollaron las esporas del hongo Penici-

llum notatum, que inhibieron el crecimiento de las colo-
nias bacterianas. Recién en 1940 se publicaron los tra-
bajos de aislamiento y se extendió la aplicación de esta
sustancia, a la que siguió la estreptomicina por Waks-
man, en 1944.

Evaluación de la concentración de un antibiótico
A los efectos de conocer la concentración de estas sus-
tancias ya sea en sueros de pacientes, en preparados
comerciales, etc. se emplean los métodos de:

1) difusión en agar, donde se siembra en superficie pató-
genos aerobios o un microorganismo aerobio facultati-
vo de crecimiento rápido como el Staphylococcus o
Pseudomonas y se colocan discos de papel impregna-
dos con distintas concentraciones del antibiótico. El diá-
metro del halo de inhibición formado es proporcional a
la concentración.

2) dilución en tubos, determina la CIM (concentración
inhibitoria mínima), que es la concentración más baja
del fármaco que impide el crecimiento de determina-
do patógeno, colocando diluciones seriadas del anti-
biótico en tubos sembrados con un patógeno están-
dar. Luego de la incubación se determina la CIM como
la dilución menor que no presenta crecimiento aun lue-
go de replicar el cultivo en medio fresco sin el antibió-
tico.

 La figura 20 es una prueba de sensibilidad de un micro-
organismo patógeno frente a distintos antibióticos. Cuan

a

b
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Preguntas de repaso

1) Cite 3 grupos de bacterias fotoautótrofas y 3 quimiau-
tótrofas que habiten el suelo y explique  las diferen-
cias entre ambos grupos. Anote y diferencie la forma
por la cual ellas obtienen carbono y energía.

2) Señale los tipos metabólicos por los cuales obtienen
energía los siguientes microorganismos: aerobios obli-
gados, anaerobios obligados, anaerobios facultativos
y anaerobios aerotolerantes

3) Por qué las respiraciones aerobias con sustrato inor-
gánico rinden menos energía que las con sustrato or-
gánico?

4) Señale alguna respiración aerobia incompleta de gran
valor biotecnológico

5) Por qué se considera que las fermentaciones son pro-
cesos muy antiguos

6) La aparición de que elemento cambió las formas de
obtención de energía?

7) Por qué se dice que las bacterias fotosintéticas anae-
robias pueden crecer en zonas donde aparentemente
no hay luz visible?

8) Qué importancia ecológica tienen estas bacterias?
9) Compare la estructura y la función fotosintética de: cia-

nobacterias y bacterias sulfurosas purpúreas y verdes?
10)Analice la sucesión microbiana en la llamada columna

de Winogradsky. Cómo aislaría en cultivo puro a los
diferentes grupos?
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La sulfanilamida que es análoga pero no idéntica (figu-
ra 16) al ácido para amino benzoico (PABA), requerido
en la síntesis del ácido fólico, vitamina y factor de creci-
miento para muchos microorganismos, fue empleada en
medicina antes del descubrimiento de los antibióticos.
El 5 Br uracilo es análogo del uracilo, pero el correspon-
diente ácido nucleico no puede sintetizarse en su pre-
sencia.

Estas sustancias vuelven a emplearse en medicina,
dado el problema de resistencias que están provocan-
do los antibióticos, que pueden convertir en inefecti-
vos a estos productos poco tiempo después de su re-
comendación.

Antibióticos

Los antibióticos son sustancias químicas de composi-
ción química variada, desde péptidos a moléculas hetero-
cíclicas, como la penicilina (figura 17), quinonas, como
las tetraciclinas, con acción antimicrobiana, producidas por
un microorganismo contra otro microorganismo. Los más
conocidos son los secretados por bacterias (incluidos los
actinomicetes) y los hongos (figura 18). Se producen en
la fase estacionaria de crecimiento, cuando las condicio-
nes para el crecimiento son limitantes (telofase) y se con-
sideran metabolitos secundarios.

Ejemplos de ellos: penicilina, estreptomicina, kanami-
cina.

La mayoría de los antibióticos empleados en salud animal
y humana son producidos por hongos y bacterias. Se co-
nocen más de 8000 sustancias antibióticas y cada año se
descubren cientos de nuevos productos. Los trabajos son
arduos y costosos (cuadro 11) (capítulo 20).

Cuadro 11- Producción de antibióticos

� Detección de organismos productores (siembra
de suspensiones de suelo en medios sólidos:
selección de colonias con halos de inhibición)

� Métodos de extracción y purificación eficientes
y obtención de un producto cristalino de elevada
pureza

� Acabar con un producto único en alta concentra-
ción

� Determinar el espectro de acción (microorganis-
mos sensibles)

La resistencia desarrollada por los microorganismos a los
antibióticos constituye uno de los mayores problemas en
la pérdida de eficacia de estas importantes sustancias
quimioterapéuticas. Los antibióticos naturales son mejo-
rados por la industria, cambiando los radicales (R), largo
de cadenas laterales, etc. como ocurre con la penicilina.
(figura 17).

La formación de antibióticos se consideraba un fenómeno
de laboratorio, ya que se producen en pequeñas cantida-
des y se pensaba que en ecosistemas naturales no al-
canzarían a la célula sensible sin descomponerse y/o ad-
sorberse a los coloides del suelo o a partículas en el agua.
Pero actualmente se reconoce su participación en fenó-
menos de lucha biológica en ambientes naturales como
el suelo o aguas, asegurando, entre otros factores, la su-
premacía de un microorganismo sobre sus competidores
en lugares con escasos nutrientes.

Los grupos microbianos productores de antibióticos com-
prenden:

Sulfanilamida Ácido p-aminobenzoico

Ácido fólico

Figura 16- Acido para amino benzoico y la sulfanilamida
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a) concentración del agente químico
b) temperatura en que se emplea
c) tipo y concentración del microorganismo
d) naturaleza del material a tratar

Por sus efectos en el equilibrio biológico en ambientes
naturales analizaremos el efecto de algunas de estas sus-
tancias: las bacteriocinas, las toxinas, enzimas, anti-

bióticos en los capítulos 14 y 20.

El cuadro 10 señala conceptos referentes a sustancias
que actúan como desinfectantes: usados para la reduc-
ción o eliminación de microorganismos en objetos inani-
mados, como mesadas, pinzas, como son los alcoholes,
formaldehido, compuestos fenólicos, detergentes. Son en
general más corrosivos que los empleados como antisép-
ticos, los que pueden emplearse además, en tejidos ani-
males, como la piel y mucosas (nitrato de plata, ciertos
colorantes, los organo-mercuriales).

Muchas veces una misma sustancia puede actuar de una
u otra forma, según la concentración

Cuadro 10- Antisépticos y desinfectantes
más comunes

Sustancia Modo de acción Usos

Etanol Desnaturaliza proteínas Antiséptico
y solubiliza lípidos (piel)

Formaldehído Reacciona con grupos Desinfectante
-SH y -COOH

Nitrato de plata Precipita proteínas Antiséptico
(ojos)

Detergentes Altera membranas Antiséptico
Desinfectante

Compuestos Desnaturaliza proteínas Antiséptico
fenólicos Daña membranas Desinfectante

Agentes quimioterapéuticos

Los agentes quimioterapéuticos se emplean para el con-
trol microbiano dentro del huésped, deben reconocer es-
tructuras celulares microbianas y no actuar sobre las mis-
mas estructuras del organismo superior (acción selecti-
va). Son sustancias químicas utilizadas para matar o inhi-
bir microorganismos dentro del cuerpo humano; poseen
toxicidad selectiva: actúan sobre las células de algunos
microorganismos y no sobre las células del tejido huma-
no, para esto su acción debe estar dirigida a estructuras o
funciones exclusivamente microbianas.

Los más empleados son las sulfanilamidas o análogos de
factores de crecimiento y los antibióticos.

Sulfas y análogos a factores de crecimiento
Son sustancias estructuralmente similares a los factores
de crecimiento, de manera que impiden su utilización ya
que son inhibidores competitivos. El microorganismo toma
del medio estas sustancias para sintetizar el factor de cre-
cimiento, pero el mismo no puede hacerlo y muere, si no
lo toma del medio.
Ejemplos: sulfanilamida, 5-Br-uracilo.

Figura 15- Tres tipos de acción de sustancias químicas
sobre los microorganismos

a) bacteriostático, b) bactericida sin lisis,
c) bactericida con lisis

ca

b

log Nº

células

log Nº

células
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células
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El crecimiento en sentido biológico implica un aumento
ordenado de todos los componentes celulares y no sólo
de alguno de ellos. En este sentido el concepto es más
estrecho que el término desarrollo. Una bacteria puede
acumular polisacáridos y aumentar su peso, sin que por
ello esté creciendo. En poblaciones de organismos uni-
celulares, como son el caso de la mayoría de las bacte-
rias, algas unicelulares, protozoos y esporas de hongos,
el crecimiento trae aparejado la división celular y el au-
mento del número de células por unidad de volumen.

La figura 1 presenta los eventos en la división binaria de
una célula procariota: duplicación del ADN y de todos los
componentes celulares, formación del tabique o septo di-
rigido por la membrana celular, con formación de dos cé-
lulas hijas idénticas (clon).

nes óptimas por la carencia de nutrientes y por las condi-
ciones ambientales, no siempre favorables ni constantes.

En la naturaleza  los microorganismos se encuentran li-
bres en la solución del suelo y usualmente existen en bio-

films: grupos de diferentes microorganismos organizados
en capas e inmovilizados en la superficie de un sustrato,
rodeados en general por una matriz de polímeros orgáni-
cos de origen microbiano. Se desarrollan prácticamente
en todas las superficies inmersas en ambientes acuosos
naturales, biológicos, como en los vegetales, como abióti-
cos, como plásticos, piedras, partículas del suelo. Allí, las
interacciones son numerosas tanto sinérgicas como an-
tagónicas (capítulo 14).

En el laboratorio, los organismos son estudiados como
cultivos puros, en medios y condiciones de cultivo ade-
cuadas. Analizaremos la cinética del crecimiento en el
laboratorio (in-vitro).

Crecimiento exponencial
Es aquel en que todas las células se dividen al mismo
tiempo, en forma sincrónica, duplicando la población en
cada unidad de tiempo conocido como tiempo de genera-
ción. Se postula que en esta fase todas las células son
viables y que la población no envejece.

Algunos conceptos:

Velocidad de crecimiento: Es el número de generacio-
nes (divisiones) que ocurren por unidad de tiempo y se
expresa en generaciones por hora.

Vc= ∆n/ ∆t

4 Crecimiento microbiano y su

control

Figura 1- División binaria de microorganismos unicelulares
(bacilo)

El crecimiento de los microorganismos en la naturaleza
es mucho más lento que en el laboratorio bajo condicio-

1.

2.

3.

4.
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El espectro solar incluye radiaciones de distinta longitud de
onda (figura 14) (Prescott et al., 1999). La luz visible (400-
800 nm de longitud de onda) es muy beneficiosa y participa
en la síntesis de materia orgánica en la fotosíntesis. Puede
provocar sin embargo, daños en los pigmentos fotosensi-
bles (clorofila, citocromos) ya que transfieren energía al O

2

(oxígeno activado), que es muy reactivo y letal.

La radiación ultravioleta (UV), es de longitud de onda
corta (10-400nm) y alta energía. La más letal (260nm) es
absorbida por el ADN, provocando dímeros de timina que
inhiben su replicación. Puede ocurrir reparación por ac-
ción de una enzima que usa luz azul y separa los dímeros
(fotorreactivación). Se reconoce una reactivación oscura
por corte de la cadena y sustitución del segmento afectado.

En Microbiología son muy empleadas lámparas con luz
ultravioleta en las cámaras de flujo laminar que comple-
mentan con su efecto germicida la acción de los filtros
bacteriológicos por los que circula el aire que entra a es-
tas cámaras de cultivo.

Las radiaciones ionizantes, de longitud de onda muy
corta contienen mucha energía y producen ionización,
radicales libres (OH.), que oxidan los dobles enlaces, rom-
pen anillos aromáticos y producen polimerización de mo-
léculas. Se usan los rayos X que se producen artificial-
mente entre ánodo y cátodo, los rayos gama, por la des-
integración de radioisótopos.

A bajas dosis se producen mutaciones que pueden con-
ducir o no a la muerte, según el segmento del gen lesio-
nado. A mayores dosis son letales y se usan para esterili-
zación. Algunas endosporas pueden resistir altas dosis.

Las radiaciones infrarrojas liberan gran cantidad de ca-
lor y no se usan para esterilizar. Es el caso de los hornos
a microondas (1.000nm de longitud de onda). Se usan en
el laboratorio para fundir medios con agar, descongelar y
calentar soluciones, etc.

Factores químicos

Las sustancias químicas pueden ejercer distintos efectos
sobre el desarrollo de los microorganismos:

� no afectarlo

� estimularlo, son los nutrientes

� inhibirlo, sustancias microbiostática y microbicida,

con y sin lisis (microlítica)

La figura 15 muestra alguno de estos efectos en un culti-
vo bacteriano creciendo exponencialmente en un medio
líquido. En el momento indicado por la flecha se ha agre-
gado una concentración inhibitoria de la sustancia en es-
tudio. Se aprecia diferencia en los recuentos de células
totales y de viables, consecuencia de la lisis celular.

La ubicación de una sustancia química en alguna de es-
tas categorías es muchas veces arbitraria ya que una mis-
ma sustancia puede ser nutriente o bacteriostático depen-
diendo de la concentración, como es el caso de los azú-
cares que al 1% son nutrientes para la mayoría de los
microorganismos, pero a altas dosis previenen el creci-
miento por plasmolisis (conservación de alimentos).

Prácticamente cualquier sustancia orgánica de origen

biológico es utilizada por algún grupo de microorga-

nismo. Aquellas sustancias naturales o artificiales que se
acumulan en los ecosistemas a concentraciones no de-
seables para las comunidades naturales, se denominan
recalcitrantes (capítulo 22).

Por su toxicidad, las sustancias químicas se clasifican
en:
� toxicidad no selectiva, el agente actúa sobre todo tipo

de células: microbianas, del hospedante. Son conoci-
dos los antisépticos, que son efectivos sobre mucosas
(colorantes, sales de mercurio, etc.) y los desinfectan-

tes aplicados sobre superficies inertes (alcoholes, ja-
bones, cresoles). Esta separación también es arbitra-
ria, pues los efectos dependen de la concentración.
Actúan, en general, a altas concentraciones.

� toxicidad selectiva, son más tóxicos para las células
microbianas (incluso para Gram positivas y no para
Gram negativas) y son inocuas para las células del
hospedante. Estos son los agentes quimioterapéuti-

cos, de gran empleo en el tratamiento de enfermeda-
des infecciosas. Son efectivas a muy bajas concen-
traciones.

Los factores que influyen en la acción antimicrobiana son:
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Vemos que la diferencia entre los logaritmos en base 2
del Nº de células/mL es igual al número de generaciones
transcurridas en el tiempo analizado (ecuación y cuadro 1).

Como usamos más los logaritmos en base 10, en lugar
de los de base 2 tenemos:

La velocidad de crecimiento expresa la eficiencia en la
utilización de los sustratos y el efecto de los factores am-
bientales.

El crecimiento de células viables (capaces de reproducir-
se en un medio adecuado) se expresa en escala semilo-
garítmica (número de células/mL en logaritmo y el tiempo
en escala aritmética) ya que resulta imposible graficar el
crecimiento de organismos unicelulares en escala aritmé-
tica (al cabo de unas horas pueden alcanzar densidades
muy elevadas: 108-1010 células/mL).

NOTA:  i) Para verificar este hecho calcule el peso de cé-
lulas bacterianas luego de 24 horas de crecimiento expo-
nencial, partiendo de una célula cuyo peso es un picogra-
mo (10-12g) y cuyo tiempo de generación es de 1 hora.
ii) ¿Por qué el crecimiento se detiene en la naturaleza y
su representación sigue una curva sigmoide?

La figura 2 muestra los eventos que pueden darse cuan-
do un microorganismo unicelular se introduce en un me-
dio líquido adecuado a su crecimiento. Se aprecian 4 fa-
ses, desde el inicio del cultivo (inoculación, tiempo cero)
hasta la muerte de la mayoría de las células (esteriliza-
ción del cultivo).

Las características de las distintas fases son:

Fase de latencia o fase lag no hay división celular, las
células se adaptan al medio, aumenta el nivel de coenzi-
mas necesarias para el funcionamiento de enzimas. Esta
fase debe acortarse en el laboratorio y en la industria,
porque implica gasto de energía y tiempo. Esto se logra
repicando el cultivo a un medio de la misma composición
que el de origen, introduciendo un inóculo grande (en ge-
neral un 10% del volumen final del nuevo medio) y sem-
brando con cultivos jóvenes.

Figura 2- Crecimiento de un microorganismo en medio líquido
de volumen fijo (batch)

Analizando los eventos en la división celular del cuadro 1,
podemos deducir que la ecuación que representa el nú-
mero final de células por unidad de volumen es:

Nf= No.2n

N
o
= número inicial de células/mL N

f 
= número final de células/mL

n = número de generaciones  n = log
2
Nf-log

2
No

log Nº células/mL

tiempo

1- fase de latencia o lag
2- fase logarítmica o exponencial
3- fase estacionaria
4- fase de muerte

2

1

3

4

Tiempo de generación: Es el tiempo requerido para que
a partir de una célula se formen dos, o sea el tiempo re-
querido para duplicar el número de células de una pobla-
ción. Se expresa en horas/generación y en E. coli puede
se de 20 minutos (3 generaciones/h).

tg=1/vc

Analizaremos el caso hipotético de un organismo unicelu-
lar, bacteria, protozoo, alga, que comience a dividirse en
forma exponencial en un medio de cultivo líquido adecua-
do. Calcularemos el número de generaciones, el número
final de células/mL a medida que transcurre el tiempo
(cuadro 1).

Cuadro 1- Crecimiento exponencial (logarítmico)
en una bacteria

Nº de Tiempo Nº log
2
Nºcel/mL log

10
Nºcel/mL

células/mL (h) generaciones

1 0 0 0 0,000
2 0,5 1 1 0,301
4 1 2 2 0,602
8 1,5 3 3 0.903
16 2 4 4 1,204
32 2,5 5 5 1,505

Nf (número t n n = log
2
Nºcél./mL       log

10
Nºcel./mL

final) (tiempo) generaciones          0,301
n =

n   =
log

10
 Nf - log

10
 N

0

log
10

 2 =  0,301
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Cuadro 8- Microorganismos y el oxígeno

Aerobios

Obligados: requieren O2 (21% o más),
Ej. Bacillus, hongos, etc.

Microaerofílicos: lo requieren pero a nivel menor
que el atmosfético (5-10%)
Ej: Azospirillum

Anaerobios

Facultativos: no requieren O2, pero el desarrollo
es mejor con él. Ej: levaduras, E. coli

Aerotolerantes: no son sensibles al oxígeno (cre-
cen en ausencia o presencia de O2)
Ej: Enterococcus faecalis,
Streptococcus spp.

Obligados: no toleran el O2, mueren en su pre-
sencia.
Ej: Clostridium, Methanobacterium

Figura 13- Cultivo de microorganismos anaerobios

Cuadro 9- Efecto de otros gases

N2 componente principal de la atmósfera (78%).
Gas inerte: no es usado por la mayoría de los orga-
nismos, los que pueden reducir el triple enlace del
N2 con la enzima nitrogenasa se denominan dia-

zotrofos o fijadores de N2

CO tóxico para la mayoría de los organismos
(cadena respiratoria). Puede ser oxidado a CO2 por
algunos microorganismos
CH4 liberado a la atmósfera por microorganismos me-
tanogénicos, gas con efecto invernadero, puede ser
oxidado a CO2 por bacterias metanotróficas
CO2importante gas, fuente de carbono para los
autótrofos, aerobios y anaerobios, fotosintéticos o
quimiosintéticos. Muchos hongos lo requieren a
niveles superiores a los atmósfericos
H2 poco usado, tóxico para la mayoría de los
microorganismos, brinda energía a bacterias
Hydrogenomonas: H2+ O2

 
= H2O + ATP

Radiaciones

Tapa Tornillo de seguridad
Abrazadera

Cámara

del

catalizador

Junta de

goma

El oxígeno se
elimina de la
cámara, al com-
binarse con hidró-
geno para formar
agua.

Tira indicadora

de anaerobiosis

El azúl de
metileno pierde el
color en ausencia
de O2.

Sobre

generador

de gas

Figura 14- Radiaciones
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La edad del inóculo es el tiempo transcurrido entre la siem-
bra en el medio de origen y el repique (ejemplo de 6, 12
horas).

Fase exponencial o logarítmica (log), en esta etapa se lo-
gra el mayor crecimiento, la velocidad de crecimiento es
máxima y el tiempo de generación mínimo. Se postula que
en esta etapa cada célula es capaz de dividirse, por lo que
todas las células están viables. En la industria interesa traba-
jar en esta fase y por ello se realizan cultivos continuos (figu-
ra 3) (Prescott et al., 1999) donde la concentración de una
sustancia limitante del crecimiento, por ejemplo una vitami-
na, es incorporada al medio de modo de lograr una velocidad
de crecimiento constante y máxima por mucho tiempo.

Los cultivos continuos se caracterizan por:

i) Suministrar igual cantidad de medio fresco que el re-
movido del sistema

ii) La concentración de nutrientes limitantes controla la
densidad celular

iii) La tasa de dilución controla la tasa de crecimiento
iv) Si el cultivo es cuidadosamente controlado puede ser

mantenido indefinidamente

Fase estacionaria por diversos motivos el crecimiento en
la naturaleza se detiene, en general por falta de nutrien-
tes y/o por acumulación de sustancias inhibidoras o tóxi-
cas productos del propio metabolismo celular. El caso más
típico es la detención del crecimiento de bacterias lácti-
cas debido a la producción de ácido láctico en la fermen-
tación, que inhibe a las células, que son neutrófilas.

En esta etapa pueden darse dos situaciones:
Que las células dejan de dividirse en su conjunto, vc=0,
puede ser el caso de la acumulación de productos
tóxicos.

Que la vc=vm, o sea, la velocidad resultante es estadísti-
camente cero, pero hay células que se dividen aun, pero
muere la misma cantidad, en el mismo periodo de tiempo

Fase de muerte, domina la velocidad de muerte (negati-
va) sobre la de crecimiento. El cultivo puede llegar a este-
rilizarse, o bien puede esporular y conservarse en estado
cripto biótico.

Evaluación de crecimiento

Analizaremos los distintos procedimientos para medir el
crecimiento (cuadro 2).

Recuentos microbianos

Recuento de microorganismos totales en cáma-
ras
Fundamento del método: una muestra de cultivo bacte-
riano diluido se coloca en una cámara de volumen peque-
ño y conocido, como por ejemplo la de Petroff-Hause que
encierra 2,5x10-7 mL y se cuentan al microscopio las célu-
las contenidas en numerosos cuadrados de la cámara
(figura 4) (Prescott et al., 1999).

Se calcula el promedio de células contenidas en dicho
volumen y se expresa el Nº células/mL de la muestra. La
desventaja es que no se pueden distinguir células viables
de no viables y el error experimental es alto. Pero se pue-
den efectuar numerosas determinaciones en poco tiem-
po, con solo lavar la cámara y volverla a cargar.

Figura 3- Cultivo continuo (quimiostato)

Medio fresco

Válvula de control

Suministro
de aire

Filtro
de aire

Recipiente
de cultivo

Colector
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Cuadro 7- Clasificación de los microorganismos
según su capacidad para crecer en ambientes

con distinta actividad de agua

Halófilos: crecen en ambientes salinos (agua de
mar, alimentos conservados con sal, etc.
Osmófilos: crecen en ambientes con alta concen-
tración de azúcar (alimentos, savia de ciertos vege-
tales, etc.)
Xerófilos: crecen en ambientes muy secos (granos,
conservas, etc.)

aw= actividad agua expresa la disponibilidad de
agua, varía entre 0 y 1
Suelo agrícola= 0,9-1,0   harinas= 0,7, fiambres =0,85

El trabajo con microorganismos anaerobios obligados,
como los matanogénicos, por ejemplo, es dificultoso y se
requieren dispositivos especiales como las cámaras anae-
robias (figura 13) (Prescott et al., 1999), las cuales luego
de cargarlas con tubos y cajas, se cierran herméticamen-
te y se les hace vacío. También se pueden incubar en
recipientes con granos de cebada, centeno, etc., en ger-
minación, que se cierran herméticamente. Al poco tiempo
se consume el O

2
 del recipiente por la demanda biológica

de los granos. Adecuados indicadores que cambian de
color según el potencial redox, verifican la anaerobiosis.

Los tubos con medio líquido se llenan casi al borde, ase-
gurando baja relación superficie/volumen. El O

2
 es poco

soluble en agua. Se emplean también sustancias que re-
accionan con el O

2
 y lo excluyen del medio (glicolato).

Actualmente se adaptan cámaras de flujo laminar con cir-
culación de gases como el N

2
, H

2
, CO

2
, a los efectos de

trabajar en ausencia de O
2
. Lo mismo ocurre en las estu-

fas de cultivo.

Otros gases inciden en los microorganismos como el N
2
,

CO
2
, H

2
, CH

4
 (cuadro 9).

Algunos de ellos, como el N
2
 es reducido biológicamente

solamente por un grupo bacteriano: los fijadores de N
2

que son analizados en los capítulos 11 y 15.

Gases

El oxígeno afecta a los microorganismos y éstos se
clasifican por sus relaciones con este gas (cuadro 8 y
figura 12).

Figura 11- Microorganismos y presión osmótica

Ambiente hipertónico

La concentración de agua
es mayor dentro de la
célula y ésta tiende a salir:
plasmolisis

Ambiente hipotónico

La concentración de agua
es mayor fuera de la
célula, entra agua:
plasmoptisis(irreversible)

Ambiente isotónico

La concentración de agua
es igual fuera que dentro
de la célula, existe
equilibrio osmótico:
óptimo crecimiento

Figura 12- Clasificación de los microorganismos en relación
al uso del O

2
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aerotolerante
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Cuadro 2- Evaluación del crecimiento

1- Determinación del número de microorganis-

mos: recuentos

Métodos directos: recuento total

Recuento microscópico directo (cámaras de re-
cuento)
Conteo electrónico (cada célula origina una co-
rriente eléctrica)

Métodos indirectos: recuentos de viables

Recuentos en placa (cada célula origina una co-
lonia)

Filtración por membrana e incubación del filtro
en caja de Petri

2- Determinación de la masa celular

Métodos directos

Medida de la masa
Medida del volumen

Métodos indirectos

Determinación del contenido de N, C, P, etc.
Turbidimetría (determinación de la densidad óp-
tica de los cultivos)

3- Determinación de la actividad celular

Actividad enzimática (deshidrogenasas, fosfa-
tasas, etc.)
Concentración de un metabolito (C, N, S, etc.)
Medida de la respiración (evolución del CO

2
 o

consumo de O
2
)

Ventajas: es el único procedimiento correcto, ya que cada
unidad formadora de colonia (célula, trozo de micelio, es-
pora) da origen a una colonia.

Desventajas: es más lento, no existe un medio de culti-
vo para desarrollar a todos los microorganismos presen-
tes en una muestra. Resulta muy útil en la evaluación de
grupos fisiológicos: microorganismos que pueden no
estar relacionados taxonómicamente, pero que realizan
una función metabólica común. Por ejemplo: fijadores
aerobios de nitrógeno, celulolíticos anaerobios, nitrifican-
tes, etc.

Este tipo de recuento es muy empleado cuando se desea
conocer el nivel de crecimiento de cultivos conocidos, en
el laboratorio o en la industria que se encuentren en fase
logarítmica, en forma rápida.

Método indirecto- Recuento de viables en placa
El fundamento del método es permitir el crecimiento de
una sola célula en la superficie de un medio de cultivo
sólido apropiado. Se postula que cada colonia proviene
de una sola célula y teniendo en cuenta el volumen de
inóculo empleado y la suspensión-dilución sembrada (fi-
gura 5) se calcula el Nº de unidades formadoras de colo-
nias (ufc)/mL) o por gramo en caso de muestras sólidas
(suelo, alimentos, etc.).

Figura 4- Cámara de recuento de Petroff-Hause

Figura 5- Preparación de suspensiones-diluciones de un
cultivo bacteriano

1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml

10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6

Muestra de
E. coli

9ml 9ml 9ml 9ml 9ml 9ml

10-5 10-6 10-7

0 1ml 0 1ml 0 1ml

Cubreobjetos

Cámara que contiene
bacterias(a)

(b)

(c)
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Cuadro 6- Efecto del pH sobre los
microorganismos

Tipos rango de pH óptimo

acidófilos 0 -7 5
neutrófilos 5 -12 7
basófilos 9 -14 10

En ambientes de pH bajo dominan bacterias fermentati-
vas, como las lácticas, las anaerobias y hongos, que si
bien son neutrófilos como grupo, se favorecen en ambien-
tes ácidos por falta de competencia de las bacterias. Los
medios de cultivo se acidifican con ácidos orgánicos, lác-
tico, acético, ya que penetran en la célula sin disociarse y
dentro liberan los protones que alteran el pH interno de
las células, más eficientemente que los ácidos inorgáni-
cos, disociados.

Por el efecto sobre el pH del ambiente se distinguen mi-
coorganismos:

� acidófilos: bajan el pH de restos vegetales en los silos,
de suelos, en la leche, por producción de ácidos (lácti-
co, etc.) o consumo de álcalis, como el amonio

� alcalinizantes: suben el pH del ambiente por consumo de
ácidos (deterioro de los silos al descender el ácido láctico),
o por liberación de bases, como aminas, amonio.

Para mantener el crecimiento de los microorganismos se
agregan a los medios o bien sustancias con carácter áci-
do o alcalino (carbonato de calcio; ácidos orgánicos) o
pares de sustancias con carácter tampón (buffers), como
el par fosfato: K

2
HPO

4
 y KH

2
PO

4
 (figura 10). Estas sus-

tancias permiten el crecimiento durante más tiempo y re-
sultan imprescindibles en la industria, donde se requiere
llegar a altos números de células por mL.

Presión osmótica
Los microorganismos deben desarrollarse en medios con
adecuadas concentraciones de solutos. Si ésta no se con-
trola, los organismos no se desarrollan e incluso se llega
a la lisis celular. La figura 11 muestra el efecto de la con-
centración de solutos y el cuadro 7 presenta la clasifica-
ción de los microorganismos según su adaptación a am-
bientes con distinta actividad de agua.

Figura 9- Efecto de la temperatura sobre el crecimiento
microbiano (vc = velocidad de crecimiento)

Figura 10- Clasificación de los microorganismos por su efecto
en el pH del medio (a). Crecimiento (b) y variación del pH del

medio (c) del microorganismo acidificante con y sin par
tampón
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Procedimiento: consiste en contar el número de colo-
nias formadas en medio de cultivo sólido adecuado, lue-
go de sembrar volúmenes conocidos de varias suspen-
siones-diluciones de la muestra (suelo, aguas, alimentos).
La siembra con varias repeticiones permite disminuir el
error experimental, el cual es alto en esta técnica. El mé-
todo selecciona las cajas de Petri con entre 30 y 300 colo-
nias (figura 6), ya que más de 300 colonias por caja impli-
ca que muchas pueden originarse por más de una célula
dada su alta densidad y las de menos de 30 colonias tam-
bién presentan gran error.

Figura 6- Recuento de viables en medio sólido

Recuento en aguas: la figura 7 (Prescott et al., 1999) mues-
tra el procedimiento seguido para el recuento de viables,
por ejemplo coliformes en aguas, las que deben ser filtra-
das (por ejemplo 100 mL de agua) a los efectos de concen-
trar la carga microbiana, por filtros bacteriológicos (0,45 mi-
cras), los que luego se depositan en la superficie de me-
dios adecuados. Muchas veces los filtros están cuadricula-
dos, lo que facilita el recuento de las colonias formadas.

Expresión de los resultados
Nº de ufc/mL= (promedio de colonias en 3 o más repeti-
ciones) X 1/dilución X 1/inóculo

Figura 7- Recuento de viables en medio sólido previa
filtración de muestras líquidas (aguas)

Dilución 10–4

Dilución 10–5

Dilución 10–6

Ejemplo:
Nº de colonias en la suspensión dilución 10-5 = 65, 68, 77;
inóculo/caja = 100µL
Nº ufc/mL = 70 X 105 X 10 = 7,0 X 107.
En muchos casos se expresa en logaritmo en base 10:
log

10
 Nº ufc/mL = 7, 84

Recuento de viables en medio líquido (Número
más probable = NMP)
Se basa en la siembra (1mL, por ejemplo) de 3 o 5 tubos
por cada suspensión-dilución de la muestra en estudio,
con medio adecuado para el grupo fisiológico analizado
(celulolíticos, fijadores de N

2
, amonificantes, etc.). Se efec-

túan 3 repeticiones del recuento completo (figura 8).

Luego de un período adecuado de incubación se leen los
tubos positivos (crecimiento por: turbidez y/o aparición o
desaparición de una sustancia, evaluada químicamente)
en tres diluciones consecutivas.

Figura 8- Esquema de un recuento de viables en medio
líquido (NMP)

3 1 0

310 en la tabla 4,5

NMP de microorganismos/ml = 4,5 X 1/dilución = 45

 ➤

1ml 1ml 1ml

10-1 10-2 10-3

Muestra de
E. coli

9ml 9ml 9ml

1ml 1ml 1ml

10-1 10-1 10-1 10-2 10-2 10-2 10-3 10-3 10-3
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Según los rangos de temperatura en que pueden desa-
rrollarse los distintos grupos microbianos, se los clasifica
en sicrófilos, mesófilos y termófilos (cuadro 4).

Cuadro 4- Rangos de temperatura en
microorganismos

Tipos Rango de temperatura Óptimo

sicrófilos 0-20ºC 15ºC
mesófilos 15-45ºC 35ºC
termófilos 40-70ºC 55ºC

La mayoría de los habitantes de los ecosistemas naturales
son mesófilos, incluidos los patógenos de animales y el
hombre. Se encuentran sicrófilos sobre glaciales, suelos
congelados, a los que colorean con sus pigmentos y son
sobre todo algas y cianobacterias. La mayoría de los micro-
organismos activos en suelos en períodos fríos del invierno
se consideran mesófilos resistentes al frío, más que verda-
deros sicrófilos. Algunos hongos se desarrollan en helade-
ras (5ºC) donde deterioran alimentos (cuadro 5).

Los termófilos son los más activos metabólicamente,
sabemos que las reacciones químicas duplican su veloci-
dad por cada aumento de 10ºC de la temperatura, hasta
un valor en que se desnaturalizan macromoléculas im-
portantes, como ácidos nucleicos, proteínas, etc.

La figura 9 muestra el efecto de la temperatura en el
crecimiento microbiano. La curva no es simétrica preci-
samente por la desnaturalización rápida que ocurre no
bien se excede la temperatura óptima de crecimiento.
Los termófilos son responsables de importantes proce-
sos microbianos en pilas de restos orgánicos, en el com-
postaje, etc., donde la temperatura se eleva localmente
(capítulo 21).

Las bajas temperaturas se emplean para conservar ali-
mentos, microorganismos, etc. Estos se mezclan con una
sustancia que baja el punto de congelamiento, como el
glicerol (30-50% en volumen) a los efectos de no inducir
lesiones en las membranas por |os cristales de hielo for-
mados y se conservan en pequeños tubos a -70ºC.

Cuadro 5- Clasificación de los microorganismos
según la temperatura

� Sicrófilos: microorganismos capaces de crecer a
bajas temperaturas
rango: 0 -20°C, óptimo < 15

o
C

- organismos marinos, algas: Chlamydomonas

nivalis (nieve rosada), bacterias: Pseudomonas,
Flavobacterium

- la membrana contiene alto % de ácidos grasos
insaturados

� Sicrótrofos o sicrófilos facultativos

rango: 0-35°C, óptimo 20-30
o
C

- Pseudomonas - crecen en el refrigerador

� Mesófilos rango: 15-45° C, óptimo: 30-40°C
la mayoría de los microorganismos (del suelo,
aguas, patógenos)

� Termófilos: microorganismos capaces de crecer
a temperaturas superiores a 45ºC.
rango: 40-70°C, óptimo de 55-65

o
C

- membrana contiene alto % de ácidos grasos sa-
turados
- enzimas estables al calor
- Bacillus stearothermophilus, organismos del
compostaje
En la naturaleza hay pocos ambientes con tem-
peraturas tan elevadas

� Hipertermófilos rango: 80-113°C, óptimo > 90
o
C

- Pyrococcus, Pyrodictium (aguas termales)

Las altas temperaturas se usan para esterilizar. La
destrucción de los microorganismos por el calor se rea-
liza por calor seco (estufas) o calor húmedo (autocla-
ves).

pH
Si bien el pH interno de las células es neutro, los microor-
ganismos poseen mecanismos de control de entrada y
salida de protones y cationes a nivel de la membrana y
pueden desarrollarse en amplios rangos de concentración
hidrogeniónica (cuadro 6).
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Se forma así el número característico = Nº característico,
de 3 cifras, con el cual se entra en tablas como la de Mc
Crady (Anexo práctico), que da el NMP en un mL de la
primera de las tres diluciones del Nº característico.

Ejemplo de recuento: se sembraron 0,1 mL. de suspen-
siones-diluciones de una muestra de leche en medio lí-
quido adecuado (3 tubos/dilución). Los resultados fueron:

Suspensión/dilución 10-3 10-4 10-5 10-6

Tubos positivos +++ +++ ++- - - -
con crecimiento +++ +++ +++ - - -

+++ +++ + - - - - -

Lectura: Nº característico: 320, 330 y 310 (dilución 10-4)
en las 3 repeticiones NMP (tabla) 9,5, 25,0 y 4,5 respecti-
vamente, para 0,1 mL de inóculo de la misma dilución (se
promedian)

Recuento de microorganismos lácticos viables=
13,0 x 10 (para pasar a 1mL) x 104 = 1,3 x 106/ mL de
muestra original

Constituye un método indirecto, ya que la tabla se cons-
truyó realizando el recuento de viables en medio sólido
de algunas combinaciones y luego por computadora se
calculan los puntos no determinados. Es muy empleado
en recuentos de coliformes en aguas y de muchos grupos
fisiológicos en suelos. No requiere el manipuleo de cajas
de Petri.

Recuento de viables en plantas
Se aprovecha alguna propiedad de los microorganismos,
como la formación de nódulos, producción de alguna en-
fermedad en vegetales. Se siembran las suspensiones di-
luciones de la muestra en tubos o macetas con las plántu-
las elegidas (leguminosas, por ejemplo). La aparición de
nódulos indicará que al menos una célula ha sido inocula-
da en ese tubo o maceta. Tablas adecuadas permiten cal-
cular el NMP. Este recuento se explica en el Anexo prácti-
co.

Otros métodos
Muy empleado es el método de evaluación del crecimien-
to por determinación de la masa celular en forma indi-

recta, por la turbidez de los cultivos en función del tiem-
po. Se evalúa la densidad óptica a unos 600nm en es-
pectrofotómetro. La misma es proporcional a la concen-
tración, dentro de ciertos límites y esta técnica es muy
empleada en la rutina del laboratorio. Requiere de una
determinación previa que relaciona densidad óptica fren-
te a recuentos microbianos, efectuados en medio sólido
en placas.

Los otros métodos de evaluación del crecimiento emplean
propiedades bioquímicas y metabólicas como son las de-
terminaciones de alguna enzima, actividad respiratoria,
contenidos de C, N. etc., muchos de ellos pueden encon-
trarse en el Apéndice práctico.

Preguntas de repaso

1) Una población de bacterias pasó de 2.103 a 5.108 célu-
las /mL en 10 horas. Calcule el número de generacio-
nes, la velocidad de crecimiento, y el tiempo de gene-
ración.

2) Determine el número total de células presentes por
mL en una muestra de levaduras usando la cámara
de Neubauer o similares, cuyo cuadrado grande
está dividido en 25 medianos y cada uno en 16 chi-
cos. Datos de éstos últimos:
A = 0,0025mm2, h = 0,1 mm
Resultados: n° de células/ cuadrado chico: 18, 32,45,
88,68, 19, 46, 69, 70

3) Concepto de crecimiento exponencial
4) ¿Por qué éste no puede mantenerse indefinidamente

en la naturaleza?
5) ¿Y en el laboratorio puede mantenerse?
6) Diferencias entre métodos de recuento directo (células

totales) e indirectos (células viables)
7) Ventajas y limitaciones principales de los métodos de

recuentos de viables en medio sólido
8) Fundamento y aplicación del recuento de viables en

medio líquido (NMP)
9) Cuando se va a construir la curva de crecimiento de un

microorganismo en un medio adecuado, ¿se usan re-
cuentos de viables o de totales?

10) ¿En qué etapas de la curva puede emplear indistinta-
mente ambos métodos de recuentos?
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11) Analice las causas de divergencias en otras etapas de
la curva. Calcule el número de coliformes en una mues-
tra de aguas en medio de cultivo líquido adecuado para
este grupo (3 repeticiones, siembra =1 mL en cada uno
de tres tubos/dilución).

Suspensión/dilución 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7

crecimiento (+) +++ +++ +++ ++- - - -
negativo (-) +++ +++ +++ +- - - - -

+++ +++ +++ - - - - - -

¿Qué piensa de la calidad de este producto?

10) Fundamento de los métodos que evalúan densidades
ópticas de los cultivos

Efecto del ambiente sobre los microorganis-
mos

Los microorganismos están muy distribuidos en la natura-
leza, en ambientes tan variables como los suelos, aguas,
aire, superficie de vegetales, en animales e incluso en el
hombre. El carácter mayoritariamente unicelular o muy
simple de los microorganismos los hace muy vulnerables
a cambios en el ambiente (cuadro 3):

Cuadro 3- Relaciones entre organismos y el
ambiente

Microorganismos Vegetales inferiores Vegetales superiores Animales

Complejidad de la organización

Dependencia del ambiente

Se aprecia una relación inversa entre complejidad de la or-
ganización de los distintos organismos y su dependencia
con el ambiente. En los microorganismos toda su superfi-
cie celular está en contacto con el ambiente y cambios muy
marcados en factores como la temperatura, acidez, pre-
sión osmótica, concentración de sustancias químicas, pue-
den detener procesos microbianos. Si los microorganismos
pueden esporular, lo harán en condiciones adversas, otras
veces su número decae marcadamente.

Por comodidad los factores del ambiente se dividen en:
� físicos, como la temperatura, gases, presión osmótica, pH
� químicos, o físico-químicos: nutrientes, sustancias an-

timicrobianas
� biológicos, otros organismos: microorganismos, micro y

mesofauna, la vegetación, afectan también las activida-
des microbianas.

Las interacciones biológicas de microorganismos entre si,
con animales (rumen) y con las plantas, son analizadas
en los capítulos 13 al 18.

Los distintos factores actúan simultáneamente y resulta
difícil el estudio integrado de los efectos. En general, se
varía uno de los factores, por ejemplo la temperatura de
incubación y se dejan los restantes factores a niveles cons-
tantes y óptimos. Se evalúa el crecimiento del microorga-
nismo en estudio determinando su velocidad de crecimien-
to, tiempo de generación o la cosecha máxima (log Nº de
células a las que llega con y sin la incidencia del factor en
estudio). Muchas veces se aprecian fracasos en aislamien-
tos de organismos debido a pequeñas variaciones en los
niveles de nutrientes o en las condiciones de cultivo.

La comprensión de cómo los factores ambientales afectan el
crecimiento microbiano permite interpretar la distribución de
los mismos en la naturaleza y diseñar métodos de control del
desarrollo microbiano y destruir organismos indeseados.

Efecto de algunos factores del ambiente

Físicos y físico-químicos

� Temperatura
� Oxígeno y otros gases
� pH
� Presión osmótica
� Radiaciones

Temperatura: los microorganismos se encuentran en casi
todos los ambientes, incluso los muy extremos y cada uno
presenta un rango de temperatura de crecimiento, con una
temperatura mínima, debajo de la cual no se evidencia el
crecimiento, una óptima, donde este es máximo y una
máxima, por encima de la cual el crecimiento cesa (figura
9) (Madigan et al., 2000).

 ➤
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Se forma así el número característico = Nº característico,
de 3 cifras, con el cual se entra en tablas como la de Mc
Crady (Anexo práctico), que da el NMP en un mL de la
primera de las tres diluciones del Nº característico.

Ejemplo de recuento: se sembraron 0,1 mL. de suspen-
siones-diluciones de una muestra de leche en medio lí-
quido adecuado (3 tubos/dilución). Los resultados fueron:

Suspensión/dilución 10-3 10-4 10-5 10-6

Tubos positivos +++ +++ ++- - - -
con crecimiento +++ +++ +++ - - -

+++ +++ + - - - - -

Lectura: Nº característico: 320, 330 y 310 (dilución 10-4)
en las 3 repeticiones NMP (tabla) 9,5, 25,0 y 4,5 respecti-
vamente, para 0,1 mL de inóculo de la misma dilución (se
promedian)

Recuento de microorganismos lácticos viables=
13,0 x 10 (para pasar a 1mL) x 104 = 1,3 x 106/ mL de
muestra original

Constituye un método indirecto, ya que la tabla se cons-
truyó realizando el recuento de viables en medio sólido
de algunas combinaciones y luego por computadora se
calculan los puntos no determinados. Es muy empleado
en recuentos de coliformes en aguas y de muchos grupos
fisiológicos en suelos. No requiere el manipuleo de cajas
de Petri.

Recuento de viables en plantas
Se aprovecha alguna propiedad de los microorganismos,
como la formación de nódulos, producción de alguna en-
fermedad en vegetales. Se siembran las suspensiones di-
luciones de la muestra en tubos o macetas con las plántu-
las elegidas (leguminosas, por ejemplo). La aparición de
nódulos indicará que al menos una célula ha sido inocula-
da en ese tubo o maceta. Tablas adecuadas permiten cal-
cular el NMP. Este recuento se explica en el Anexo prácti-
co.

Otros métodos
Muy empleado es el método de evaluación del crecimien-
to por determinación de la masa celular en forma indi-

recta, por la turbidez de los cultivos en función del tiem-
po. Se evalúa la densidad óptica a unos 600nm en es-
pectrofotómetro. La misma es proporcional a la concen-
tración, dentro de ciertos límites y esta técnica es muy
empleada en la rutina del laboratorio. Requiere de una
determinación previa que relaciona densidad óptica fren-
te a recuentos microbianos, efectuados en medio sólido
en placas.

Los otros métodos de evaluación del crecimiento emplean
propiedades bioquímicas y metabólicas como son las de-
terminaciones de alguna enzima, actividad respiratoria,
contenidos de C, N. etc., muchos de ellos pueden encon-
trarse en el Apéndice práctico.

Preguntas de repaso

1) Una población de bacterias pasó de 2.103 a 5.108 célu-
las /mL en 10 horas. Calcule el número de generacio-
nes, la velocidad de crecimiento, y el tiempo de gene-
ración.

2) Determine el número total de células presentes por
mL en una muestra de levaduras usando la cámara
de Neubauer o similares, cuyo cuadrado grande
está dividido en 25 medianos y cada uno en 16 chi-
cos. Datos de éstos últimos:
A = 0,0025mm2, h = 0,1 mm
Resultados: n° de células/ cuadrado chico: 18, 32,45,
88,68, 19, 46, 69, 70

3) Concepto de crecimiento exponencial
4) ¿Por qué éste no puede mantenerse indefinidamente

en la naturaleza?
5) ¿Y en el laboratorio puede mantenerse?
6) Diferencias entre métodos de recuento directo (células

totales) e indirectos (células viables)
7) Ventajas y limitaciones principales de los métodos de

recuentos de viables en medio sólido
8) Fundamento y aplicación del recuento de viables en

medio líquido (NMP)
9) Cuando se va a construir la curva de crecimiento de un

microorganismo en un medio adecuado, ¿se usan re-
cuentos de viables o de totales?

10) ¿En qué etapas de la curva puede emplear indistinta-
mente ambos métodos de recuentos?
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11) Analice las causas de divergencias en otras etapas de
la curva. Calcule el número de coliformes en una mues-
tra de aguas en medio de cultivo líquido adecuado para
este grupo (3 repeticiones, siembra =1 mL en cada uno
de tres tubos/dilución).

Suspensión/dilución 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7

crecimiento (+) +++ +++ +++ ++- - - -
negativo (-) +++ +++ +++ +- - - - -

+++ +++ +++ - - - - - -

¿Qué piensa de la calidad de este producto?

10) Fundamento de los métodos que evalúan densidades
ópticas de los cultivos

Efecto del ambiente sobre los microorganis-
mos

Los microorganismos están muy distribuidos en la natura-
leza, en ambientes tan variables como los suelos, aguas,
aire, superficie de vegetales, en animales e incluso en el
hombre. El carácter mayoritariamente unicelular o muy
simple de los microorganismos los hace muy vulnerables
a cambios en el ambiente (cuadro 3):

Cuadro 3- Relaciones entre organismos y el
ambiente

Microorganismos Vegetales inferiores Vegetales superiores Animales

Complejidad de la organización

Dependencia del ambiente

Se aprecia una relación inversa entre complejidad de la or-
ganización de los distintos organismos y su dependencia
con el ambiente. En los microorganismos toda su superfi-
cie celular está en contacto con el ambiente y cambios muy
marcados en factores como la temperatura, acidez, pre-
sión osmótica, concentración de sustancias químicas, pue-
den detener procesos microbianos. Si los microorganismos
pueden esporular, lo harán en condiciones adversas, otras
veces su número decae marcadamente.

Por comodidad los factores del ambiente se dividen en:
� físicos, como la temperatura, gases, presión osmótica, pH
� químicos, o físico-químicos: nutrientes, sustancias an-

timicrobianas
� biológicos, otros organismos: microorganismos, micro y

mesofauna, la vegetación, afectan también las activida-
des microbianas.

Las interacciones biológicas de microorganismos entre si,
con animales (rumen) y con las plantas, son analizadas
en los capítulos 13 al 18.

Los distintos factores actúan simultáneamente y resulta
difícil el estudio integrado de los efectos. En general, se
varía uno de los factores, por ejemplo la temperatura de
incubación y se dejan los restantes factores a niveles cons-
tantes y óptimos. Se evalúa el crecimiento del microorga-
nismo en estudio determinando su velocidad de crecimien-
to, tiempo de generación o la cosecha máxima (log Nº de
células a las que llega con y sin la incidencia del factor en
estudio). Muchas veces se aprecian fracasos en aislamien-
tos de organismos debido a pequeñas variaciones en los
niveles de nutrientes o en las condiciones de cultivo.

La comprensión de cómo los factores ambientales afectan el
crecimiento microbiano permite interpretar la distribución de
los mismos en la naturaleza y diseñar métodos de control del
desarrollo microbiano y destruir organismos indeseados.

Efecto de algunos factores del ambiente

Físicos y físico-químicos

� Temperatura
� Oxígeno y otros gases
� pH
� Presión osmótica
� Radiaciones

Temperatura: los microorganismos se encuentran en casi
todos los ambientes, incluso los muy extremos y cada uno
presenta un rango de temperatura de crecimiento, con una
temperatura mínima, debajo de la cual no se evidencia el
crecimiento, una óptima, donde este es máximo y una
máxima, por encima de la cual el crecimiento cesa (figura
9) (Madigan et al., 2000).
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Procedimiento: consiste en contar el número de colo-
nias formadas en medio de cultivo sólido adecuado, lue-
go de sembrar volúmenes conocidos de varias suspen-
siones-diluciones de la muestra (suelo, aguas, alimentos).
La siembra con varias repeticiones permite disminuir el
error experimental, el cual es alto en esta técnica. El mé-
todo selecciona las cajas de Petri con entre 30 y 300 colo-
nias (figura 6), ya que más de 300 colonias por caja impli-
ca que muchas pueden originarse por más de una célula
dada su alta densidad y las de menos de 30 colonias tam-
bién presentan gran error.

Figura 6- Recuento de viables en medio sólido

Recuento en aguas: la figura 7 (Prescott et al., 1999) mues-
tra el procedimiento seguido para el recuento de viables,
por ejemplo coliformes en aguas, las que deben ser filtra-
das (por ejemplo 100 mL de agua) a los efectos de concen-
trar la carga microbiana, por filtros bacteriológicos (0,45 mi-
cras), los que luego se depositan en la superficie de me-
dios adecuados. Muchas veces los filtros están cuadricula-
dos, lo que facilita el recuento de las colonias formadas.

Expresión de los resultados
Nº de ufc/mL= (promedio de colonias en 3 o más repeti-
ciones) X 1/dilución X 1/inóculo

Figura 7- Recuento de viables en medio sólido previa
filtración de muestras líquidas (aguas)

Dilución 10–4

Dilución 10–5

Dilución 10–6

Ejemplo:
Nº de colonias en la suspensión dilución 10-5 = 65, 68, 77;
inóculo/caja = 100µL
Nº ufc/mL = 70 X 105 X 10 = 7,0 X 107.
En muchos casos se expresa en logaritmo en base 10:
log

10
 Nº ufc/mL = 7, 84

Recuento de viables en medio líquido (Número
más probable = NMP)
Se basa en la siembra (1mL, por ejemplo) de 3 o 5 tubos
por cada suspensión-dilución de la muestra en estudio,
con medio adecuado para el grupo fisiológico analizado
(celulolíticos, fijadores de N

2
, amonificantes, etc.). Se efec-

túan 3 repeticiones del recuento completo (figura 8).

Luego de un período adecuado de incubación se leen los
tubos positivos (crecimiento por: turbidez y/o aparición o
desaparición de una sustancia, evaluada químicamente)
en tres diluciones consecutivas.

Figura 8- Esquema de un recuento de viables en medio
líquido (NMP)

3 1 0

310 en la tabla 4,5

NMP de microorganismos/ml = 4,5 X 1/dilución = 45

 ➤

1ml 1ml 1ml

10-1 10-2 10-3

Muestra de
E. coli

9ml 9ml 9ml

1ml 1ml 1ml

10-1 10-1 10-1 10-2 10-2 10-2 10-3 10-3 10-3
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Según los rangos de temperatura en que pueden desa-
rrollarse los distintos grupos microbianos, se los clasifica
en sicrófilos, mesófilos y termófilos (cuadro 4).

Cuadro 4- Rangos de temperatura en
microorganismos

Tipos Rango de temperatura Óptimo

sicrófilos 0-20ºC 15ºC
mesófilos 15-45ºC 35ºC
termófilos 40-70ºC 55ºC

La mayoría de los habitantes de los ecosistemas naturales
son mesófilos, incluidos los patógenos de animales y el
hombre. Se encuentran sicrófilos sobre glaciales, suelos
congelados, a los que colorean con sus pigmentos y son
sobre todo algas y cianobacterias. La mayoría de los micro-
organismos activos en suelos en períodos fríos del invierno
se consideran mesófilos resistentes al frío, más que verda-
deros sicrófilos. Algunos hongos se desarrollan en helade-
ras (5ºC) donde deterioran alimentos (cuadro 5).

Los termófilos son los más activos metabólicamente,
sabemos que las reacciones químicas duplican su veloci-
dad por cada aumento de 10ºC de la temperatura, hasta
un valor en que se desnaturalizan macromoléculas im-
portantes, como ácidos nucleicos, proteínas, etc.

La figura 9 muestra el efecto de la temperatura en el
crecimiento microbiano. La curva no es simétrica preci-
samente por la desnaturalización rápida que ocurre no
bien se excede la temperatura óptima de crecimiento.
Los termófilos son responsables de importantes proce-
sos microbianos en pilas de restos orgánicos, en el com-
postaje, etc., donde la temperatura se eleva localmente
(capítulo 21).

Las bajas temperaturas se emplean para conservar ali-
mentos, microorganismos, etc. Estos se mezclan con una
sustancia que baja el punto de congelamiento, como el
glicerol (30-50% en volumen) a los efectos de no inducir
lesiones en las membranas por |os cristales de hielo for-
mados y se conservan en pequeños tubos a -70ºC.

Cuadro 5- Clasificación de los microorganismos
según la temperatura

� Sicrófilos: microorganismos capaces de crecer a
bajas temperaturas
rango: 0 -20°C, óptimo < 15

o
C

- organismos marinos, algas: Chlamydomonas

nivalis (nieve rosada), bacterias: Pseudomonas,
Flavobacterium

- la membrana contiene alto % de ácidos grasos
insaturados

� Sicrótrofos o sicrófilos facultativos

rango: 0-35°C, óptimo 20-30
o
C

- Pseudomonas - crecen en el refrigerador

� Mesófilos rango: 15-45° C, óptimo: 30-40°C
la mayoría de los microorganismos (del suelo,
aguas, patógenos)

� Termófilos: microorganismos capaces de crecer
a temperaturas superiores a 45ºC.
rango: 40-70°C, óptimo de 55-65

o
C

- membrana contiene alto % de ácidos grasos sa-
turados
- enzimas estables al calor
- Bacillus stearothermophilus, organismos del
compostaje
En la naturaleza hay pocos ambientes con tem-
peraturas tan elevadas

� Hipertermófilos rango: 80-113°C, óptimo > 90
o
C

- Pyrococcus, Pyrodictium (aguas termales)

Las altas temperaturas se usan para esterilizar. La
destrucción de los microorganismos por el calor se rea-
liza por calor seco (estufas) o calor húmedo (autocla-
ves).

pH
Si bien el pH interno de las células es neutro, los microor-
ganismos poseen mecanismos de control de entrada y
salida de protones y cationes a nivel de la membrana y
pueden desarrollarse en amplios rangos de concentración
hidrogeniónica (cuadro 6).
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Cuadro 2- Evaluación del crecimiento

1- Determinación del número de microorganis-

mos: recuentos

Métodos directos: recuento total

Recuento microscópico directo (cámaras de re-
cuento)
Conteo electrónico (cada célula origina una co-
rriente eléctrica)

Métodos indirectos: recuentos de viables

Recuentos en placa (cada célula origina una co-
lonia)

Filtración por membrana e incubación del filtro
en caja de Petri

2- Determinación de la masa celular

Métodos directos

Medida de la masa
Medida del volumen

Métodos indirectos

Determinación del contenido de N, C, P, etc.
Turbidimetría (determinación de la densidad óp-
tica de los cultivos)

3- Determinación de la actividad celular

Actividad enzimática (deshidrogenasas, fosfa-
tasas, etc.)
Concentración de un metabolito (C, N, S, etc.)
Medida de la respiración (evolución del CO

2
 o

consumo de O
2
)

Ventajas: es el único procedimiento correcto, ya que cada
unidad formadora de colonia (célula, trozo de micelio, es-
pora) da origen a una colonia.

Desventajas: es más lento, no existe un medio de culti-
vo para desarrollar a todos los microorganismos presen-
tes en una muestra. Resulta muy útil en la evaluación de
grupos fisiológicos: microorganismos que pueden no
estar relacionados taxonómicamente, pero que realizan
una función metabólica común. Por ejemplo: fijadores
aerobios de nitrógeno, celulolíticos anaerobios, nitrifican-
tes, etc.

Este tipo de recuento es muy empleado cuando se desea
conocer el nivel de crecimiento de cultivos conocidos, en
el laboratorio o en la industria que se encuentren en fase
logarítmica, en forma rápida.

Método indirecto- Recuento de viables en placa
El fundamento del método es permitir el crecimiento de
una sola célula en la superficie de un medio de cultivo
sólido apropiado. Se postula que cada colonia proviene
de una sola célula y teniendo en cuenta el volumen de
inóculo empleado y la suspensión-dilución sembrada (fi-
gura 5) se calcula el Nº de unidades formadoras de colo-
nias (ufc)/mL) o por gramo en caso de muestras sólidas
(suelo, alimentos, etc.).

Figura 4- Cámara de recuento de Petroff-Hause

Figura 5- Preparación de suspensiones-diluciones de un
cultivo bacteriano

1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml

10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6

Muestra de
E. coli

9ml 9ml 9ml 9ml 9ml 9ml

10-5 10-6 10-7

0 1ml 0 1ml 0 1ml

Cubreobjetos

Cámara que contiene
bacterias(a)

(b)

(c)
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Cuadro 6- Efecto del pH sobre los
microorganismos

Tipos rango de pH óptimo

acidófilos 0 -7 5
neutrófilos 5 -12 7
basófilos 9 -14 10

En ambientes de pH bajo dominan bacterias fermentati-
vas, como las lácticas, las anaerobias y hongos, que si
bien son neutrófilos como grupo, se favorecen en ambien-
tes ácidos por falta de competencia de las bacterias. Los
medios de cultivo se acidifican con ácidos orgánicos, lác-
tico, acético, ya que penetran en la célula sin disociarse y
dentro liberan los protones que alteran el pH interno de
las células, más eficientemente que los ácidos inorgáni-
cos, disociados.

Por el efecto sobre el pH del ambiente se distinguen mi-
coorganismos:

� acidófilos: bajan el pH de restos vegetales en los silos,
de suelos, en la leche, por producción de ácidos (lácti-
co, etc.) o consumo de álcalis, como el amonio

� alcalinizantes: suben el pH del ambiente por consumo de
ácidos (deterioro de los silos al descender el ácido láctico),
o por liberación de bases, como aminas, amonio.

Para mantener el crecimiento de los microorganismos se
agregan a los medios o bien sustancias con carácter áci-
do o alcalino (carbonato de calcio; ácidos orgánicos) o
pares de sustancias con carácter tampón (buffers), como
el par fosfato: K

2
HPO

4
 y KH

2
PO

4
 (figura 10). Estas sus-

tancias permiten el crecimiento durante más tiempo y re-
sultan imprescindibles en la industria, donde se requiere
llegar a altos números de células por mL.

Presión osmótica
Los microorganismos deben desarrollarse en medios con
adecuadas concentraciones de solutos. Si ésta no se con-
trola, los organismos no se desarrollan e incluso se llega
a la lisis celular. La figura 11 muestra el efecto de la con-
centración de solutos y el cuadro 7 presenta la clasifica-
ción de los microorganismos según su adaptación a am-
bientes con distinta actividad de agua.

Figura 9- Efecto de la temperatura sobre el crecimiento
microbiano (vc = velocidad de crecimiento)

Figura 10- Clasificación de los microorganismos por su efecto
en el pH del medio (a). Crecimiento (b) y variación del pH del

medio (c) del microorganismo acidificante con y sin par
tampón
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La edad del inóculo es el tiempo transcurrido entre la siem-
bra en el medio de origen y el repique (ejemplo de 6, 12
horas).

Fase exponencial o logarítmica (log), en esta etapa se lo-
gra el mayor crecimiento, la velocidad de crecimiento es
máxima y el tiempo de generación mínimo. Se postula que
en esta etapa cada célula es capaz de dividirse, por lo que
todas las células están viables. En la industria interesa traba-
jar en esta fase y por ello se realizan cultivos continuos (figu-
ra 3) (Prescott et al., 1999) donde la concentración de una
sustancia limitante del crecimiento, por ejemplo una vitami-
na, es incorporada al medio de modo de lograr una velocidad
de crecimiento constante y máxima por mucho tiempo.

Los cultivos continuos se caracterizan por:

i) Suministrar igual cantidad de medio fresco que el re-
movido del sistema

ii) La concentración de nutrientes limitantes controla la
densidad celular

iii) La tasa de dilución controla la tasa de crecimiento
iv) Si el cultivo es cuidadosamente controlado puede ser

mantenido indefinidamente

Fase estacionaria por diversos motivos el crecimiento en
la naturaleza se detiene, en general por falta de nutrien-
tes y/o por acumulación de sustancias inhibidoras o tóxi-
cas productos del propio metabolismo celular. El caso más
típico es la detención del crecimiento de bacterias lácti-
cas debido a la producción de ácido láctico en la fermen-
tación, que inhibe a las células, que son neutrófilas.

En esta etapa pueden darse dos situaciones:
Que las células dejan de dividirse en su conjunto, vc=0,
puede ser el caso de la acumulación de productos
tóxicos.

Que la vc=vm, o sea, la velocidad resultante es estadísti-
camente cero, pero hay células que se dividen aun, pero
muere la misma cantidad, en el mismo periodo de tiempo

Fase de muerte, domina la velocidad de muerte (negati-
va) sobre la de crecimiento. El cultivo puede llegar a este-
rilizarse, o bien puede esporular y conservarse en estado
cripto biótico.

Evaluación de crecimiento

Analizaremos los distintos procedimientos para medir el
crecimiento (cuadro 2).

Recuentos microbianos

Recuento de microorganismos totales en cáma-
ras
Fundamento del método: una muestra de cultivo bacte-
riano diluido se coloca en una cámara de volumen peque-
ño y conocido, como por ejemplo la de Petroff-Hause que
encierra 2,5x10-7 mL y se cuentan al microscopio las célu-
las contenidas en numerosos cuadrados de la cámara
(figura 4) (Prescott et al., 1999).

Se calcula el promedio de células contenidas en dicho
volumen y se expresa el Nº células/mL de la muestra. La
desventaja es que no se pueden distinguir células viables
de no viables y el error experimental es alto. Pero se pue-
den efectuar numerosas determinaciones en poco tiem-
po, con solo lavar la cámara y volverla a cargar.

Figura 3- Cultivo continuo (quimiostato)

Medio fresco

Válvula de control

Suministro
de aire

Filtro
de aire

Recipiente
de cultivo

Colector
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Cuadro 7- Clasificación de los microorganismos
según su capacidad para crecer en ambientes

con distinta actividad de agua

Halófilos: crecen en ambientes salinos (agua de
mar, alimentos conservados con sal, etc.
Osmófilos: crecen en ambientes con alta concen-
tración de azúcar (alimentos, savia de ciertos vege-
tales, etc.)
Xerófilos: crecen en ambientes muy secos (granos,
conservas, etc.)

aw= actividad agua expresa la disponibilidad de
agua, varía entre 0 y 1
Suelo agrícola= 0,9-1,0   harinas= 0,7, fiambres =0,85

El trabajo con microorganismos anaerobios obligados,
como los matanogénicos, por ejemplo, es dificultoso y se
requieren dispositivos especiales como las cámaras anae-
robias (figura 13) (Prescott et al., 1999), las cuales luego
de cargarlas con tubos y cajas, se cierran herméticamen-
te y se les hace vacío. También se pueden incubar en
recipientes con granos de cebada, centeno, etc., en ger-
minación, que se cierran herméticamente. Al poco tiempo
se consume el O

2
 del recipiente por la demanda biológica

de los granos. Adecuados indicadores que cambian de
color según el potencial redox, verifican la anaerobiosis.

Los tubos con medio líquido se llenan casi al borde, ase-
gurando baja relación superficie/volumen. El O

2
 es poco

soluble en agua. Se emplean también sustancias que re-
accionan con el O

2
 y lo excluyen del medio (glicolato).

Actualmente se adaptan cámaras de flujo laminar con cir-
culación de gases como el N

2
, H

2
, CO

2
, a los efectos de

trabajar en ausencia de O
2
. Lo mismo ocurre en las estu-

fas de cultivo.

Otros gases inciden en los microorganismos como el N
2
,

CO
2
, H

2
, CH

4
 (cuadro 9).

Algunos de ellos, como el N
2
 es reducido biológicamente

solamente por un grupo bacteriano: los fijadores de N
2

que son analizados en los capítulos 11 y 15.

Gases

El oxígeno afecta a los microorganismos y éstos se
clasifican por sus relaciones con este gas (cuadro 8 y
figura 12).

Figura 11- Microorganismos y presión osmótica

Ambiente hipertónico

La concentración de agua
es mayor dentro de la
célula y ésta tiende a salir:
plasmolisis

Ambiente hipotónico

La concentración de agua
es mayor fuera de la
célula, entra agua:
plasmoptisis(irreversible)

Ambiente isotónico

La concentración de agua
es igual fuera que dentro
de la célula, existe
equilibrio osmótico:
óptimo crecimiento

Figura 12- Clasificación de los microorganismos en relación
al uso del O

2

Aerobio
obligado Anaerobio

facultativo
Anaerobio

aerotolerante
Anaerobio

estricto

Microaerófilo
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Vemos que la diferencia entre los logaritmos en base 2
del Nº de células/mL es igual al número de generaciones
transcurridas en el tiempo analizado (ecuación y cuadro 1).

Como usamos más los logaritmos en base 10, en lugar
de los de base 2 tenemos:

La velocidad de crecimiento expresa la eficiencia en la
utilización de los sustratos y el efecto de los factores am-
bientales.

El crecimiento de células viables (capaces de reproducir-
se en un medio adecuado) se expresa en escala semilo-
garítmica (número de células/mL en logaritmo y el tiempo
en escala aritmética) ya que resulta imposible graficar el
crecimiento de organismos unicelulares en escala aritmé-
tica (al cabo de unas horas pueden alcanzar densidades
muy elevadas: 108-1010 células/mL).

NOTA:  i) Para verificar este hecho calcule el peso de cé-
lulas bacterianas luego de 24 horas de crecimiento expo-
nencial, partiendo de una célula cuyo peso es un picogra-
mo (10-12g) y cuyo tiempo de generación es de 1 hora.
ii) ¿Por qué el crecimiento se detiene en la naturaleza y
su representación sigue una curva sigmoide?

La figura 2 muestra los eventos que pueden darse cuan-
do un microorganismo unicelular se introduce en un me-
dio líquido adecuado a su crecimiento. Se aprecian 4 fa-
ses, desde el inicio del cultivo (inoculación, tiempo cero)
hasta la muerte de la mayoría de las células (esteriliza-
ción del cultivo).

Las características de las distintas fases son:

Fase de latencia o fase lag no hay división celular, las
células se adaptan al medio, aumenta el nivel de coenzi-
mas necesarias para el funcionamiento de enzimas. Esta
fase debe acortarse en el laboratorio y en la industria,
porque implica gasto de energía y tiempo. Esto se logra
repicando el cultivo a un medio de la misma composición
que el de origen, introduciendo un inóculo grande (en ge-
neral un 10% del volumen final del nuevo medio) y sem-
brando con cultivos jóvenes.

Figura 2- Crecimiento de un microorganismo en medio líquido
de volumen fijo (batch)

Analizando los eventos en la división celular del cuadro 1,
podemos deducir que la ecuación que representa el nú-
mero final de células por unidad de volumen es:

Nf= No.2n

N
o
= número inicial de células/mL N

f 
= número final de células/mL

n = número de generaciones  n = log
2
Nf-log

2
No

log Nº células/mL

tiempo

1- fase de latencia o lag
2- fase logarítmica o exponencial
3- fase estacionaria
4- fase de muerte

2

1

3

4

Tiempo de generación: Es el tiempo requerido para que
a partir de una célula se formen dos, o sea el tiempo re-
querido para duplicar el número de células de una pobla-
ción. Se expresa en horas/generación y en E. coli puede
se de 20 minutos (3 generaciones/h).

tg=1/vc

Analizaremos el caso hipotético de un organismo unicelu-
lar, bacteria, protozoo, alga, que comience a dividirse en
forma exponencial en un medio de cultivo líquido adecua-
do. Calcularemos el número de generaciones, el número
final de células/mL a medida que transcurre el tiempo
(cuadro 1).

Cuadro 1- Crecimiento exponencial (logarítmico)
en una bacteria

Nº de Tiempo Nº log
2
Nºcel/mL log

10
Nºcel/mL

células/mL (h) generaciones

1 0 0 0 0,000
2 0,5 1 1 0,301
4 1 2 2 0,602
8 1,5 3 3 0.903
16 2 4 4 1,204
32 2,5 5 5 1,505

Nf (número t n n = log
2
Nºcél./mL       log

10
Nºcel./mL

final) (tiempo) generaciones          0,301
n =

n   =
log

10
 Nf - log

10
 N

0

log
10

 2 =  0,301
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Cuadro 8- Microorganismos y el oxígeno

Aerobios

Obligados: requieren O2 (21% o más),
Ej. Bacillus, hongos, etc.

Microaerofílicos: lo requieren pero a nivel menor
que el atmosfético (5-10%)
Ej: Azospirillum

Anaerobios

Facultativos: no requieren O2, pero el desarrollo
es mejor con él. Ej: levaduras, E. coli

Aerotolerantes: no son sensibles al oxígeno (cre-
cen en ausencia o presencia de O2)
Ej: Enterococcus faecalis,
Streptococcus spp.

Obligados: no toleran el O2, mueren en su pre-
sencia.
Ej: Clostridium, Methanobacterium

Figura 13- Cultivo de microorganismos anaerobios

Cuadro 9- Efecto de otros gases

N2 componente principal de la atmósfera (78%).
Gas inerte: no es usado por la mayoría de los orga-
nismos, los que pueden reducir el triple enlace del
N2 con la enzima nitrogenasa se denominan dia-

zotrofos o fijadores de N2

CO tóxico para la mayoría de los organismos
(cadena respiratoria). Puede ser oxidado a CO2 por
algunos microorganismos
CH4 liberado a la atmósfera por microorganismos me-
tanogénicos, gas con efecto invernadero, puede ser
oxidado a CO2 por bacterias metanotróficas
CO2importante gas, fuente de carbono para los
autótrofos, aerobios y anaerobios, fotosintéticos o
quimiosintéticos. Muchos hongos lo requieren a
niveles superiores a los atmósfericos
H2 poco usado, tóxico para la mayoría de los
microorganismos, brinda energía a bacterias
Hydrogenomonas: H2+ O2

 
= H2O + ATP

Radiaciones

Tapa Tornillo de seguridad
Abrazadera

Cámara

del

catalizador

Junta de

goma

El oxígeno se
elimina de la
cámara, al com-
binarse con hidró-
geno para formar
agua.

Tira indicadora

de anaerobiosis

El azúl de
metileno pierde el
color en ausencia
de O2.

Sobre

generador

de gas

Figura 14- Radiaciones
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El crecimiento en sentido biológico implica un aumento
ordenado de todos los componentes celulares y no sólo
de alguno de ellos. En este sentido el concepto es más
estrecho que el término desarrollo. Una bacteria puede
acumular polisacáridos y aumentar su peso, sin que por
ello esté creciendo. En poblaciones de organismos uni-
celulares, como son el caso de la mayoría de las bacte-
rias, algas unicelulares, protozoos y esporas de hongos,
el crecimiento trae aparejado la división celular y el au-
mento del número de células por unidad de volumen.

La figura 1 presenta los eventos en la división binaria de
una célula procariota: duplicación del ADN y de todos los
componentes celulares, formación del tabique o septo di-
rigido por la membrana celular, con formación de dos cé-
lulas hijas idénticas (clon).

nes óptimas por la carencia de nutrientes y por las condi-
ciones ambientales, no siempre favorables ni constantes.

En la naturaleza  los microorganismos se encuentran li-
bres en la solución del suelo y usualmente existen en bio-

films: grupos de diferentes microorganismos organizados
en capas e inmovilizados en la superficie de un sustrato,
rodeados en general por una matriz de polímeros orgáni-
cos de origen microbiano. Se desarrollan prácticamente
en todas las superficies inmersas en ambientes acuosos
naturales, biológicos, como en los vegetales, como abióti-
cos, como plásticos, piedras, partículas del suelo. Allí, las
interacciones son numerosas tanto sinérgicas como an-
tagónicas (capítulo 14).

En el laboratorio, los organismos son estudiados como
cultivos puros, en medios y condiciones de cultivo ade-
cuadas. Analizaremos la cinética del crecimiento en el
laboratorio (in-vitro).

Crecimiento exponencial
Es aquel en que todas las células se dividen al mismo
tiempo, en forma sincrónica, duplicando la población en
cada unidad de tiempo conocido como tiempo de genera-
ción. Se postula que en esta fase todas las células son
viables y que la población no envejece.

Algunos conceptos:

Velocidad de crecimiento: Es el número de generacio-
nes (divisiones) que ocurren por unidad de tiempo y se
expresa en generaciones por hora.

Vc= ∆n/ ∆t

4 Crecimiento microbiano y su

control

Figura 1- División binaria de microorganismos unicelulares
(bacilo)

El crecimiento de los microorganismos en la naturaleza
es mucho más lento que en el laboratorio bajo condicio-

1.

2.

3.

4.
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El espectro solar incluye radiaciones de distinta longitud de
onda (figura 14) (Prescott et al., 1999). La luz visible (400-
800 nm de longitud de onda) es muy beneficiosa y participa
en la síntesis de materia orgánica en la fotosíntesis. Puede
provocar sin embargo, daños en los pigmentos fotosensi-
bles (clorofila, citocromos) ya que transfieren energía al O

2

(oxígeno activado), que es muy reactivo y letal.

La radiación ultravioleta (UV), es de longitud de onda
corta (10-400nm) y alta energía. La más letal (260nm) es
absorbida por el ADN, provocando dímeros de timina que
inhiben su replicación. Puede ocurrir reparación por ac-
ción de una enzima que usa luz azul y separa los dímeros
(fotorreactivación). Se reconoce una reactivación oscura
por corte de la cadena y sustitución del segmento afectado.

En Microbiología son muy empleadas lámparas con luz
ultravioleta en las cámaras de flujo laminar que comple-
mentan con su efecto germicida la acción de los filtros
bacteriológicos por los que circula el aire que entra a es-
tas cámaras de cultivo.

Las radiaciones ionizantes, de longitud de onda muy
corta contienen mucha energía y producen ionización,
radicales libres (OH.), que oxidan los dobles enlaces, rom-
pen anillos aromáticos y producen polimerización de mo-
léculas. Se usan los rayos X que se producen artificial-
mente entre ánodo y cátodo, los rayos gama, por la des-
integración de radioisótopos.

A bajas dosis se producen mutaciones que pueden con-
ducir o no a la muerte, según el segmento del gen lesio-
nado. A mayores dosis son letales y se usan para esterili-
zación. Algunas endosporas pueden resistir altas dosis.

Las radiaciones infrarrojas liberan gran cantidad de ca-
lor y no se usan para esterilizar. Es el caso de los hornos
a microondas (1.000nm de longitud de onda). Se usan en
el laboratorio para fundir medios con agar, descongelar y
calentar soluciones, etc.

Factores químicos

Las sustancias químicas pueden ejercer distintos efectos
sobre el desarrollo de los microorganismos:

� no afectarlo

� estimularlo, son los nutrientes

� inhibirlo, sustancias microbiostática y microbicida,

con y sin lisis (microlítica)

La figura 15 muestra alguno de estos efectos en un culti-
vo bacteriano creciendo exponencialmente en un medio
líquido. En el momento indicado por la flecha se ha agre-
gado una concentración inhibitoria de la sustancia en es-
tudio. Se aprecia diferencia en los recuentos de células
totales y de viables, consecuencia de la lisis celular.

La ubicación de una sustancia química en alguna de es-
tas categorías es muchas veces arbitraria ya que una mis-
ma sustancia puede ser nutriente o bacteriostático depen-
diendo de la concentración, como es el caso de los azú-
cares que al 1% son nutrientes para la mayoría de los
microorganismos, pero a altas dosis previenen el creci-
miento por plasmolisis (conservación de alimentos).

Prácticamente cualquier sustancia orgánica de origen

biológico es utilizada por algún grupo de microorga-

nismo. Aquellas sustancias naturales o artificiales que se
acumulan en los ecosistemas a concentraciones no de-
seables para las comunidades naturales, se denominan
recalcitrantes (capítulo 22).

Por su toxicidad, las sustancias químicas se clasifican
en:
� toxicidad no selectiva, el agente actúa sobre todo tipo

de células: microbianas, del hospedante. Son conoci-
dos los antisépticos, que son efectivos sobre mucosas
(colorantes, sales de mercurio, etc.) y los desinfectan-

tes aplicados sobre superficies inertes (alcoholes, ja-
bones, cresoles). Esta separación también es arbitra-
ria, pues los efectos dependen de la concentración.
Actúan, en general, a altas concentraciones.

� toxicidad selectiva, son más tóxicos para las células
microbianas (incluso para Gram positivas y no para
Gram negativas) y son inocuas para las células del
hospedante. Estos son los agentes quimioterapéuti-

cos, de gran empleo en el tratamiento de enfermeda-
des infecciosas. Son efectivas a muy bajas concen-
traciones.

Los factores que influyen en la acción antimicrobiana son:
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a) concentración del agente químico
b) temperatura en que se emplea
c) tipo y concentración del microorganismo
d) naturaleza del material a tratar

Por sus efectos en el equilibrio biológico en ambientes
naturales analizaremos el efecto de algunas de estas sus-
tancias: las bacteriocinas, las toxinas, enzimas, anti-

bióticos en los capítulos 14 y 20.

El cuadro 10 señala conceptos referentes a sustancias
que actúan como desinfectantes: usados para la reduc-
ción o eliminación de microorganismos en objetos inani-
mados, como mesadas, pinzas, como son los alcoholes,
formaldehido, compuestos fenólicos, detergentes. Son en
general más corrosivos que los empleados como antisép-
ticos, los que pueden emplearse además, en tejidos ani-
males, como la piel y mucosas (nitrato de plata, ciertos
colorantes, los organo-mercuriales).

Muchas veces una misma sustancia puede actuar de una
u otra forma, según la concentración

Cuadro 10- Antisépticos y desinfectantes
más comunes

Sustancia Modo de acción Usos

Etanol Desnaturaliza proteínas Antiséptico
y solubiliza lípidos (piel)

Formaldehído Reacciona con grupos Desinfectante
-SH y -COOH

Nitrato de plata Precipita proteínas Antiséptico
(ojos)

Detergentes Altera membranas Antiséptico
Desinfectante

Compuestos Desnaturaliza proteínas Antiséptico
fenólicos Daña membranas Desinfectante

Agentes quimioterapéuticos

Los agentes quimioterapéuticos se emplean para el con-
trol microbiano dentro del huésped, deben reconocer es-
tructuras celulares microbianas y no actuar sobre las mis-
mas estructuras del organismo superior (acción selecti-
va). Son sustancias químicas utilizadas para matar o inhi-
bir microorganismos dentro del cuerpo humano; poseen
toxicidad selectiva: actúan sobre las células de algunos
microorganismos y no sobre las células del tejido huma-
no, para esto su acción debe estar dirigida a estructuras o
funciones exclusivamente microbianas.

Los más empleados son las sulfanilamidas o análogos de
factores de crecimiento y los antibióticos.

Sulfas y análogos a factores de crecimiento
Son sustancias estructuralmente similares a los factores
de crecimiento, de manera que impiden su utilización ya
que son inhibidores competitivos. El microorganismo toma
del medio estas sustancias para sintetizar el factor de cre-
cimiento, pero el mismo no puede hacerlo y muere, si no
lo toma del medio.
Ejemplos: sulfanilamida, 5-Br-uracilo.

Figura 15- Tres tipos de acción de sustancias químicas
sobre los microorganismos

a) bacteriostático, b) bactericida sin lisis,
c) bactericida con lisis

ca

b

log Nº

células

log Nº

células

log Nº

células

bacteriostático     tiempo bacteriostático     tiempo

bactericida          tiempo

recuento total

recuento de

viables
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Preguntas de repaso

1) Cite 3 grupos de bacterias fotoautótrofas y 3 quimiau-
tótrofas que habiten el suelo y explique  las diferen-
cias entre ambos grupos. Anote y diferencie la forma
por la cual ellas obtienen carbono y energía.

2) Señale los tipos metabólicos por los cuales obtienen
energía los siguientes microorganismos: aerobios obli-
gados, anaerobios obligados, anaerobios facultativos
y anaerobios aerotolerantes

3) Por qué las respiraciones aerobias con sustrato inor-
gánico rinden menos energía que las con sustrato or-
gánico?

4) Señale alguna respiración aerobia incompleta de gran
valor biotecnológico

5) Por qué se considera que las fermentaciones son pro-
cesos muy antiguos

6) La aparición de que elemento cambió las formas de
obtención de energía?

7) Por qué se dice que las bacterias fotosintéticas anae-
robias pueden crecer en zonas donde aparentemente
no hay luz visible?

8) Qué importancia ecológica tienen estas bacterias?
9) Compare la estructura y la función fotosintética de: cia-

nobacterias y bacterias sulfurosas purpúreas y verdes?
10)Analice la sucesión microbiana en la llamada columna

de Winogradsky. Cómo aislaría en cultivo puro a los
diferentes grupos?
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La sulfanilamida que es análoga pero no idéntica (figu-
ra 16) al ácido para amino benzoico (PABA), requerido
en la síntesis del ácido fólico, vitamina y factor de creci-
miento para muchos microorganismos, fue empleada en
medicina antes del descubrimiento de los antibióticos.
El 5 Br uracilo es análogo del uracilo, pero el correspon-
diente ácido nucleico no puede sintetizarse en su pre-
sencia.

Estas sustancias vuelven a emplearse en medicina,
dado el problema de resistencias que están provocan-
do los antibióticos, que pueden convertir en inefecti-
vos a estos productos poco tiempo después de su re-
comendación.

Antibióticos

Los antibióticos son sustancias químicas de composi-
ción química variada, desde péptidos a moléculas hetero-
cíclicas, como la penicilina (figura 17), quinonas, como
las tetraciclinas, con acción antimicrobiana, producidas por
un microorganismo contra otro microorganismo. Los más
conocidos son los secretados por bacterias (incluidos los
actinomicetes) y los hongos (figura 18). Se producen en
la fase estacionaria de crecimiento, cuando las condicio-
nes para el crecimiento son limitantes (telofase) y se con-
sideran metabolitos secundarios.

Ejemplos de ellos: penicilina, estreptomicina, kanami-
cina.

La mayoría de los antibióticos empleados en salud animal
y humana son producidos por hongos y bacterias. Se co-
nocen más de 8000 sustancias antibióticas y cada año se
descubren cientos de nuevos productos. Los trabajos son
arduos y costosos (cuadro 11) (capítulo 20).

Cuadro 11- Producción de antibióticos

� Detección de organismos productores (siembra
de suspensiones de suelo en medios sólidos:
selección de colonias con halos de inhibición)

� Métodos de extracción y purificación eficientes
y obtención de un producto cristalino de elevada
pureza

� Acabar con un producto único en alta concentra-
ción

� Determinar el espectro de acción (microorganis-
mos sensibles)

La resistencia desarrollada por los microorganismos a los
antibióticos constituye uno de los mayores problemas en
la pérdida de eficacia de estas importantes sustancias
quimioterapéuticas. Los antibióticos naturales son mejo-
rados por la industria, cambiando los radicales (R), largo
de cadenas laterales, etc. como ocurre con la penicilina.
(figura 17).

La formación de antibióticos se consideraba un fenómeno
de laboratorio, ya que se producen en pequeñas cantida-
des y se pensaba que en ecosistemas naturales no al-
canzarían a la célula sensible sin descomponerse y/o ad-
sorberse a los coloides del suelo o a partículas en el agua.
Pero actualmente se reconoce su participación en fenó-
menos de lucha biológica en ambientes naturales como
el suelo o aguas, asegurando, entre otros factores, la su-
premacía de un microorganismo sobre sus competidores
en lugares con escasos nutrientes.

Los grupos microbianos productores de antibióticos com-
prenden:

Sulfanilamida Ácido p-aminobenzoico

Ácido fólico

Figura 16- Acido para amino benzoico y la sulfanilamida
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Cuadro 29 - Clasificación nutricional de los microorganismos

Fuente de energía:

Luz  (fototrofos) Carbono:  CO
2

( autótrofos)
                  orgánico (heterótrofo)

Reacciones químicas Donadores de e
-
: inorgánico (litotrofo)

(quimiotrofos)                               orgánico (organotrofo)

Electromagnética:  FOTOTROFOS

Fotoautolitotrofos Fotoautoorganotrofo

* Bacterias sulfurosas purpúreas y verdes * Bacterias no sulfurosas purpúreas
(Chromatiaceae y Chlorobiaceae) (Rhodospirillaceae)

CO
2
 + H

2
S            (CH

2
O)n + Sº + H

2
O CO

2
 + CH

3
COOH           (CH

2
O)n+ H

2
O

* cianobacterias Fotoheteroorganotrofo

CO
2
 + 2H

2
O           (CH

2
O)n + O

2
 + H

2
O * Bacterias no sulfurosas

   CH
3
COOH          (CH

2
O)n + H

2
O

No pueden reducir el CO
2

Reacciones químicas: QUIMIOTROFOS
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Crecimiento lento. Productos importantes para las plantas.
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� Actinomicetes del género Streptomyces

� Bacterias como las del género Bacillus

� Hongos como los de los géneros Penicillum y Cepha-

losporium

Figura 17- Fórmula de la penicilina

Figura 18- Hongos productores de penicilina
a) halo de inhibición
b) micelio y esporas de Penicillum spp

Su modo de acción (figura 19) es variada, pueden alterar
cualquier estructura sensible de la célula: inhibiendo la
síntesis proteica, actuando sobre los ribosomas 70S, o su
fracción 50S como la eritromicina, estreptomicina o el clo-
ranfenicol, la síntesis de ácidos nucleicos, como la rifam-
picina, alterando estructura de la pared celular (penicilina,
ampicilina, bacitracina, cefalosporinas), o la membrana
(polimixinas), inhibiendo procesos bioenergéticos.

Fue en 1928 cuando el médico escocés Alexander Fle-
ming redescubrió la penicilina (ya detallada en 1896 por
un estudiante en Francia), al dejar durante sus vacacio-
nes una caja de Petri con estafilococos patógenos sobre
los cuales se desarrollaron las esporas del hongo Penici-

llum notatum, que inhibieron el crecimiento de las colo-
nias bacterianas. Recién en 1940 se publicaron los tra-
bajos de aislamiento y se extendió la aplicación de esta
sustancia, a la que siguió la estreptomicina por Waks-
man, en 1944.

Evaluación de la concentración de un antibiótico
A los efectos de conocer la concentración de estas sus-
tancias ya sea en sueros de pacientes, en preparados
comerciales, etc. se emplean los métodos de:

1) difusión en agar, donde se siembra en superficie pató-
genos aerobios o un microorganismo aerobio facultati-
vo de crecimiento rápido como el Staphylococcus o
Pseudomonas y se colocan discos de papel impregna-
dos con distintas concentraciones del antibiótico. El diá-
metro del halo de inhibición formado es proporcional a
la concentración.

2) dilución en tubos, determina la CIM (concentración
inhibitoria mínima), que es la concentración más baja
del fármaco que impide el crecimiento de determina-
do patógeno, colocando diluciones seriadas del anti-
biótico en tubos sembrados con un patógeno están-
dar. Luego de la incubación se determina la CIM como
la dilución menor que no presenta crecimiento aun lue-
go de replicar el cultivo en medio fresco sin el antibió-
tico.

 La figura 20 es una prueba de sensibilidad de un micro-
organismo patógeno frente a distintos antibióticos. Cuan

a

b
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Cuadro 27- Ecuaciones generales de fotosíntesis
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Cuadro 28- Propiedades de los sistemas
fotosintéticos microbianos

Propiedad eucariotas cianobacterias bacterias
verdes y
purpúreas

Pigmento
fotosintético clorofila a clorofila a bacterioclorofila

Fotosistema II presente presente ausente

Donadores
de electrones H

2
O H

2
O H

2
, H

2
S, Sº,

comp.orgánicos

Producción
O

2
oxigénica oxigénica anoxigénica

Productos
primarios de
la conversión
de energía ATP, NADPH ATP, NADPH ATP

Fuente de
carbono CO

2
CO

2
Compuestos orgá-
nicos y/o CO

2

Resumen final: el cuadro 29  vincula la clasificación nutricional de los microorganismos con los posibles mecanismos
de obtención de energía y cita ejemplos de cada grupo.
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to mayor es el diámetro del halo de inhibición, más efi-
ciente es el antibiótico, en este caso impregnado en los
discos de papel de filtro. Por ejemplo, en este caso se
observa que la vancomicina (V) es efectiva para M.

luteus, pero no para el S. albus.

La formación de la penicilinasa, enzima que hidroliza
cadenas laterales de las penicilinas, es un ejemplo de estos
mecanismos de resistencia y la diseminación de estas
resistencias vía plásmidos hace que rápidamente se pro-
paguen patógenos en ambientes intrahospitalarios.

Resumen: el uso indebido de los antibióticos, su reco-
mendación sin efectuar el aislamiento y cultivo del pató-
geno para conocer el antibiótico adecuado, su empleo in-
discriminado en raciones para aves, alimentos para ga-
nado, en invernáculos con ciertos cultivos de valor econó-
mico, han hecho que se deban estar cambiando conti-
nuamente las fórmulas, las cadenas laterales, los radica-
les unidos a la molécula principal y deba gastarse mucho
tiempo y dinero en investigaciones en la búsqueda de
nuevos antibióticos.

Se desarrollan programas internacionales sobre el uso
racional de antibióticos como el de la Organización Mun-
dial de la Salud (OMS) al que muchos países adhieren.

Anexo: Esterilización

Se define por esterilización el proceso por el cual se elimi-
nan todos los microorganismos incluidas las endosporas
bacterianas de cualquier objeto, superficie o medio, por
remoción o muerte de éstos. Se emplean métodos físicos
y químicos (cuadro 12).

Figura 20- Antibiograma para los patógenos Staphylococcus

albus y Micrococcus luteus

Resistencias: si bien la investigación y desarrollo de nue-
vos antibióticos, incluidos los semisintéticos o los comple-
tamente sintéticos (antivirales o antiprotozoarios) se ha
incrementado mucho en los últimos años, tanto los de
espectro reducido (eficaces frente a una gama estrecha
de patógenos), como los de amplio espectro, como la
ampicilina, rifampicina), existe el problema de la pérdida
creciente de eficacia por el desarrollo de resistencias en
los microorganismos originariamente sensibles.

Los mecanismos de resistencia a antibióticos crea-
dos por los microorganismos incluyen:
a) desarrollo de una vía metabólica alternativa a la vía

que el antibiótico bloquea
b) la producción de enzimas que inactivan a los antibióticos
c) alteración del sitio blanco de acción del antibiótico evi-

tando su unión
d) bloqueo del transporte del antibiótico al interior del mi-

croorganismo

Figura 19- Modos de acción de los antibióticos
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Ácido nucleico
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Cuadro 12- Métodos de esterilización

Métodos físicos

Calor

� calor seco, en hornos, hornos o estufas con aire
caliente a 160-180ºC por dos horas

� calor húmedo, en autoclaves, a 115-120ºC
(1 atmósfera de sobrepresión) por 20 minutos

Filtración: láminas de asbesto, filtros bacteriológi-
cos (0,22-0,45 µ), filtros para aire
Radiaciones

� no ionizantes: rayos ultravioleta: lámparas para
cámaras de siembra

� ionizantes: rayos gamma, rayos X y rayos cós-
micos (electrones de alta energía)

Métodos químicos

Gases, ejemplo: óxido de etileno, que pasa de líqui-
do a vapor en autoclave (poco empleado por su alta
toxicidad)

Efectos del ambiente en la esterilización

Temperatura: a mayor temperatura, mayor acción letal.
La alta temperatura combinada con alto grado de hume-
dad es uno de los métodos más efectivos para destruir
microorganismos. El calor húmedo mata a los micoorga-
nismos porque coagula sus proteínas y otras macromolé-
culas y es más rápido y efectivo que el calor seco que los
destruye al oxidar a sus constituyentes químicos. Así, las
esporas de Clostridium botulinum son destruidas entre 4
a 20 minutos a 120°C con calor húmedo, mientras que se
necesitan alrededor de 2 horas de exposición al calor seco.

Tipo de microorganismo: las células vegetativas en de-
sarrollo son mucho más susceptibles que las esporas.

Ambiente: el calor es más eficaz en medios ácidos que
en alcalino. La consistencia del material, acuoso o visco-
so, influye en la penetración del agente. Las concentra-
ciones altas de hidratos de carbono aumentan, por lo ge-
neral, la resistencia térmica de los organismos. La pre-
sencia de materia orgánica extraña reduce notablemente
la eficacia de los agentes químicos antimicrobianos por
inactivarlos a por proteger al microorganismo.

Empleo de distintas procedimientos de
esterilización

Altas temperaturas
Calor húmedo en autoclave
 El calor en forma de vapor en saturación y a presión es el
agente más práctico para esterilizar ya que el vapor a pre-
sión proporciona temperaturas superiores a las que se
obtienen a presión normal. Los autoclaves (figura 21) son
recipientes herméticamente cerrados donde se regula la
presión y el tiempo. En general su emplean a una presión
de vapor de una atmósfera por encima de la atmosférica,
lo que corresponde a una temperatura de 120°C. Para
volúmenes pequeños se usan 20 minutos, si éstos son
mayores se alarga el tiempo de exposición.

No se pueden esterilizar en autoclave: sustancias que no se
disuelven en agua ya que el vapor no las alcanza, ni sustan-
cias termolábiles (muchas proteínas, vitaminas, algunos hi-
dratos de carbono), destruidas a altas temperaturas.

Tindalización: se usa cuando las sustancias no pueden
calentarse por encima de 100°C. Se calienta el material
(leche, por ejemplo) por media hora durante 3 días con-
secutivos Las esporas germinarán en la incubación y en
la siguiente exposición al calor las células vegetativas re-
sultantes serán destruidas. Es uno de los métodos más
antiguos de esterilización.

Figura 21- Autoclave
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El cuadro 10 resume algunas de las estructuras y/o fun-
ciones que se emplean en estudios filogenéticos dada su
estabilidad genética y el cuadro 11 presenta las ventajas
del análisis de la fracción 16S del r ARN.

Cuadro 10- Propiedades definidas genéticamente
que han cambiado poco en bacterias

• Estructura de la pared celular: peptidoglicano pre-
sente solamente en bacterias  coherentes filo-
genéticamente

• Lípidos de membrana (esteres o éteres)
• Fotosíntesis oxigénica: solo en Cianobacterias
• Metanogénesis: todas estas bacterias pertene-

cen a uno de los 4 linajes dentro de Archaea

• Originaron organismos no metanogénicos, pero
el proceso surgió una sola vez

Arboles filogenéticos

Las relaciones filogenéticas se representan en diagramas
ramificados o árboles, que son gráficos compuestos por
ramas que se conectan en nudos (unidades taxonómicas
como especies o géneros). Puede presentar raíz o estar
desprovista de ella (figura 2). Los sin raíz representan sim-
plemente relaciones evolutivas pero no brinda datos de
vías evolutivas.

La figura 2a (Prescott et al., 1999) muestra que el micro-
organismo A está más relacionado con C que con D y B,
pero no da datos sobre un ancestro común ni direcciones
de cambio. En b se muestra un árbol con raíz que presen-
ta un nudo que sirve de antecesor común y muestra el
desarrollo de las cuatro especies desde esta raíz.

Una pregunta que surgió tempranamente en estudios
filogenéticos es por qué existen tantas diferencias entre
los organismos procariotes (cuadro12).

Algunas explicaciones se basan en el hecho de que son
los organismos más ancestrales, son muy ubicuistas, se
encuentran en ambientes extremos, son parásitos o sim-
biontes de todos los Eukarya y representan la mayor di-
versidad de seres vivos, biodiversidad que aun no está
completamente explorada.

Cuadro 11- Caracteres que confirman el árbol
universal construido a partir del gen de la fracción

16S de la subunidad menor del rARN

• Principales características diferenciales entre
dominios Bacteria, Archae y Eukarya

• Características de los procariotas actuales más
cercanos al ancestro relacionadas con las con-
diciones fisicoquímicas en el origen de la vida

• Características de los Eukarya más cercanos a
los procariotas: Giardia y Microspiridia

• Secuencias de otras moléculas, especialmen-
te las ligadas a la replicación, transcripción y
traducción.

Entre los Archaea se encuentran los termófilos extremos
(incluidos termófilos acidófilos), los sulfatorreductores,
metanogénicos y halófitos extremos.

Figura 2- Arboles filogenéticos. a) sin raíz que une
4 unidades taxonómicas y b) con raíz
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NOTA: La pasteurización no es procedimiento de es-

terilización, pero se emplea mucho en leche, manteca y
ciertas bebidas alcohólicas (cerveza, vino) que se some-
ten a tratamientos de calor controlado que sólo matan a
ciertos tipos de microorganismos y no a todos. La leche
pasteurizada queda libre de patógenos y de células via-
bles. Resisten los esporulados y los termófilos. Se usa
Mycobacterium tuberculosis como microorganismo test a
los efectos de evidenciar buena pasteurización. Este es
uno de los microorganismos patógenos más resistentes
en la leche y se destruye en 15 minutos a 60°C.

Se usan 63°C durante 30’ ó 72°C durante 15 segun-

dos (pasteurización rápida), luego la leche se enfría rá-
pidamente.

Calor seco (para materiales sólidos estables al
calor)
Horno Pasteur: para materiales de vidrio y otros sólidos
estables al calor (arena, suelos, rastrojos, etc). Para ma-
teriales de vidrio de laboratorio se consideran suficientes
dos horas a 160-180°C. Los materiales (pipetas, vasos,
cajas de Petri) deben envolverse de a grupos para evitar
su recontaminación.

Incineración: Las ansas, puntas de bisturí, varillas de vi-
drio, etc. se calientan a la llama de mecheros Bunsen. Se
puede sumergirlos previamente en alcohol. Se coloca pri-
mero la pieza en el cono amarillo y luego lentamente en el
azul (mayor poder calorífico). Se enfría cerca de la llama
antes de su uso.

Preparación del material para esterilizar: Un requisito
indispensable en los laboratorios de Microbiología es que
los materiales y medios de cultivo utilizados estén estéri-
les y protegidos adecuadamente para conservar la esteri-
lidad durante su almacenamiento. En la esterilización por
calor húmedo es necesario envolver los objetos en un
material que permita el paso del vapor de agua y que ade-
más los proteja posteriormente de la contaminación am-
biental (papel de aluminio).

Bajas temperaturas
Si bien el metabolismo microbiano está inhibido debajo
de 0°C, estas temperaturas no matan a los microorganis-

mos, sino que pueden conservarlos durante largos perío-
dos de tiempo. Se usa para conservar microorganismos
indefinidamente. Los cultivos se conservan congelados a
-70°C o en recipientes con nitrógeno líquido a -196°C. La
mezcla con 30-50% de glicerol, baja el punto de congela-
miento de los cultivos y evita mortandad.

Esterilización por radiaciones

A- Ionizantes
Rayos gama: tienen mucha energía y son emitidos por
ciertos isótopos radiactivos como es el cobalto (60Co), pero
son difíciles de controlar ya que este isótopo emite cons-
tantemente rayos gama en todas direcciones. Los mate-
riales se pueden empaquetar y luego esterilizar.

Rayos catódicos (haz de electrones): se usan para este-
rilizar material quirúrgico, medicamentos y otros materia-
les. Las radiaciones penetran las envolturas y actúan a
temperatura ambiente.

B- No ionizantes
Luz ultravioleta: La porción UV del espectro incluye a
radiaciones desde 15 a 390nm. Las radiaciones con lon-
gitudes de onda de 265nm son las de mayor efecto bacte-
ricida (200-295nm). Se usan en cámaras de siembra, en
cámaras de flujo laminar y para tratar superficies conta-
minadas en industrias de alimentos y leche. Posee poca
capacidad para penetrar la materia por lo que sólo los
microorganismos que se encuentran en la superficie de
los objetos son susceptibles de ser destruidos.

Esterilización por filtración

Algunos materiales como los líquidos biológicos (suero
de animales, soluciones de enzimas, algunas vitaminas y
antibióticos) son termolábiles. Cuando no se puede usar
las radiaciones, se procede a la filtración a través de fil-
tros capaces de retener a los microorganismos, por el
pequeño tamaño de los poros del filtro y en parte por la
adsorción a las paredes del poro debido a la carga eléctri-
ca del mismo y de los microorganismos. No se puede te-
ner certeza de retener a los virus.
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En los estudios de evolución y parentesco microbianos se
analizan mucho los ARN ribosomales ya que se encuen-
tran en todos los organismos, su rol es también similar y
su estructura se modifica muy lentamente debido precisa-
mente a la importante función que desempeñan. Como
contienen secuencias estables y variables, es posible com-
parar tanto microorganismos estrechamente relacionados
como aquellos más alejados filogenéticamente.

La metodología escapa a los límites del texto pero incluye
ruptura del ARN marcado con elementos radioactivos con
ayuda de ribonuclasa, en fragmentos pequeños que se
separan y secuencian por su composición en oligonucleó-
tidos, que se comparan con ayuda de programas de com-
putación y se calculan los coeficientes de asociación.

También se fabrica el ADN complementario con ayuda de
la transcriptasa inversa. Mediante la reacción en cadena
de la polimerasa (PCR) se amplifica ese ADN y se se-
cuencia. Finalmente se deduce la secuencia del ARNr a
partir de los resultados.

Actualmente la técnica está muy evolucionada y se han
secuenciado genomas bacterianos completos como los
de Haemophilus influenzae y Micoplasma genitalium.

El del primero contiene 1.743 genes en 1.830.137 pares
de bases y es mucho mayor que el genoma de un virus.

Filogenia bacteriana

La taxonomía bacteriana evoluciona muy rápidamente con
los conocimientos sobre la biología de las bacterias, la
aplicación de métodos moleculares al estudio de las rela-
ciones filogenéticas entre grupos bacterianos, ayudados
con importantes aplicaciones de las técnicas de la infor-
mática. El cuadro 8 resumen estos avances y el cuadro 9
presenta algunos de los segmentos de ácidos nucleicos
empleados en estos estudios y la metodología aplicada.

Se considera que la similitud en moléculas implica simili-
tud en los genes. Cuanto más reciente es el ancestro co-
mún, se encuentra mayor similitud y relaciones entre los
microorganismos según la similitud en los genes. Se em-
plean técnicas de hibridación ADN-ADN y de compara-
ción de genes específicos.

Cuadro 8- Filogenia bacteriana

* Es un método de clasificación que además plan-
tea una hipótesis de evolución (determina relacio-
nes de parentesco entre las especies)

* Compara secuencias de moléculas (cronómetros
evolutivos) y establece las diferencias entre ellas

* Propiedades de un buen cronómetro evolutivo:
- distribución universal en toda forma de vida

celular
- igual función en todos los organismos
- cumplir una función celular central (replicación,

transcripción, traducción)
- secuencia altamente conservada para distancias

evolutivas grandes
- ausencia de transferencia horizontal (poco pro-

bable para funciones centrales)
- cantidad de información suficiente (ser suficien-

temente grande)

Cuadro 9- Segmentos de  ARN en procariotas
usados en estudios filogenéticos

Nombre Tamaño Ubicación

(nucleótidos)

5S 120 Subunidad mayor  del ribosoma
16S 1500 Subunidad menor
23S 2900 Subunidad mayor

Secuencias de 16SrARN

Estructura primaria: mosaico de dominios que varían
en términos del grado de conservación de la secuencia
primaria de nucleótidos.
- Dominios de conservación universal
- Dominios de nivel intermedio de conservación, con cam-

bios de secuencia, pero con conservación de la estructu-
ra secundaria

- Regiones altamente variables

Estructura secundaria:

similar en todos los organismos
acotada por su función
síntesis de proteínas: función ancestral

Metodología

– transcriptasa reversa
– PCR

– Secuencias de 16SrARN
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A-Filtros de membrana
Son discos de ésteres de celulosa con poros pequeños que
evitan el paso de los microorganismos (0,45, 0,22 micras).
Existen distintos tipos de filtro dependiendo del tamaño del
poro. Son desechables. Además de usarse en la esteriliza-
ción de líquidos se usan en el análisis microbiológico de
aguas ya que concentran los microorganismos existentes
en grandes volúmenes de agua (figura 22).

B- Filtros HEPA (High Efficiency Particulate Air) están com-
puestos por pliegues de acetato de celulosa que retienen
las partículas (incluidos los microorganismos) del aire que
sale de una cámara de flujo laminar (figura 23).

Figura 22- Filtros bacteriológicos descartables

Uso de agentes esterilizantes químicos

1- Oxido de etileno: el requisito esencial para un agente
químico esterilizante es que sea volátil, así como tóxico

Figura 23- Filtros para aire

para los microorganismos de manera que pueda ser fácil-
mente eliminado del objeto esterilizado luego del trata-
miento. Normalmente se usa el óxido de etileno, un líqui-
do que hierve a 10,7°C y se usa en la industria para este-
rilizar placas de Petri, jeringas y otros objetos de plástico
que se funden a temperaturas superiores a los 100°C.
Debido a su alto poder de penetración estos objetos se
empaquetan primero y luego se esterilizan. El óxido de
etileno actúa inactivando enzimas y otras proteínas con
grupos sulfhidrilos (R-SH) en reacción de alquilación
(R-S-CH

2
CH

2
O-H).

2- Glutaraldehído: una solución acuosa al 2% presenta
amplia actividad antimicrobiana. Es efectivo frente a vi-
rus, células vegetativas y esporas de bacterias y hongos.
Se usa en medicina para esterilizar instrumentos ópticos
y otros.
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Preguntas de repaso

1) ¿Cómo determinaría el efecto de la temperatura en el
crecimiento de un microorganismo de interés?

2) ¿Por qué los factores del ambiente no actúan solos?
Cite ejemplos de potenciación de efectos por acción
de dos o más factores.

3) Señale algún microorganismo anaerobio y ¿cómo tra-
bajaría con él?

4) ¿Cómo emplea las radiaciones en la práctica del labo-
ratorio?

5) ¿Cómo verificaría que la cámara de siembra de flujo
laminar está estéril?

6) ¿Cómo desinfecta su mesada?
7) Diferencias entre sustancias que actúan como antisép-

ticos y como agentes quimioterapéuticos. Ejemplos de
ambos tipos de sustancias
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Figura 1- Análisis de ADN
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En general, el contenido de G+C de las cepas de una
misma especie es bastante constante. Si dos organismos
difieren en más del 10% en su contenido de G+C, sus
genomas presentan secuencias de bases diferentes.

Este método debe complementarse con otros que evalúan los
caracteres que apoyan a la taxonomía clásica, ya que aun con
contenidos de bases similares, las secuencias de las bases
pueden ser diferentes. A la inversa, Staphylococcus presenta
un contenido de G+C de 30-38% y Micrococcus de 64 al 75%,
sin embargo estos géneros de cocos Gram positivos tienen
muchas características en común.

Hibridación de ácidos nucleicos, es la otra técnica muy
empleada en los estudios taxonómicos. Si una mezcla de
ADN monocatenario se enfría y se mantiene unos 25ºC
debajo de la Tm, las cadenas con secuencias comple-
mentarias se reasociarán para formar una ADN de doble
cadena estable, mientras que las cadenas no complemen-
tarias permanecerán sin aparearse. La incubación a
10-15ºC por debajo de la Tm permite que se formen híbri-
dos sólo con cadenas prácticamente idénticas. Se em-
plean segmentos de ADN monocatenario radiactivos, de
modo que luego de la hibridación se mide la radiactividad
resultante que se expresa como % de la lograda con el
ADN de referencia (100%).

Se considera que dos cepas cuyos ADN muestran al me-
nos un 70% de similitud bajo condiciones de hibridación
óptimas y menos de un 5% de diferencias en su Tm, son
miembros de la misma especie. Estos criterios van cam-
biando a medida que las técnicas se  perfeccionan.

Para organismos no tan relacionados se emplea la hibri-
dación del ARN (ribosomal o de transferencia, radiactivo)
con ADN. Se usan los ARN ya que los genes que codifi-
can a estas moléculas no han evolucionado tan rápida-
mente  como la mayoría de los genes microbianos.

Secuenciación de los ácidos nucleicos: las estructu-
ras genómicas se comparan en la actualidad mediante la
secuenciación del ADN y el ARN. La mayor atención se
ha focalizado en la secuenciación de fracciones conser-
vadas del ARN, como la 5S y 16S, aislados de las subuni-
dades 50S y 30S de los ribosomas bacterianos.

Cuadro 7- Contenido de G+C en organismos

Animales y plantas superiores 30-50% (promedio 40%)

Microorganismos eucariotas: muy variable

Algas 38-79
Protozoos 20-60
Mohos mucosos 20-40
Hongos 30-66

Procariotas: 25-80
Actinomyces 59-73
Bacillus 32-62
Escherichia 48-52
Pseudomonas 58-70
Salmonella 50-53
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8) ¿Por qué es necesario racionalizar el uso de antibióti-
cos en sanidad humana?

9) ¿Cuesta mucho la búsqueda de nuevos antibióticos?
¿Por qué?

10)Acción de la penicilina sobre bacterias Gram positivas
y Gram negativas. ¿Actúa sobre cultivos viejos?

11) Como esterilizaría:

i) cámara de siembra, ii) el ansa, iii) frascos y tubos de
vidrio vacíos, iv) medios de cultivo usuales, v) medios
con antibióticos, vi) solución de vitaminas, vii) leche y
cerveza
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muchas veces codifican para un carácter de importancia
como la sensibilidad a antibióticos, metales pesados, etc.
En general, conviene emplear en la clasificación un grupo
grandes de caracteres (ver taxonomía numérica).

Características moleculares

Los abordajes más modernos en la taxonomía se basan
en los análisis de proteínas y ácidos nucleicos, que brin-
dan importante información sobre relaciones entre micro-
organismos.

Comparación de proteínas
Las secuencias de aminoácidos en las proteínas son refle-
jo de las secuencias  de ARNm y por lo tanto están relacio-
nados con los genes que las codifican. Se determina la se-
cuencia de aminoácidos de proteínas con la misma función
(si éstas son similares, es muy probable que los organis-
mos que las poseen estén estrechamente relacionados).

Como estos estudios son largos y caros, se han emplea-
do técnicas indirectas de comparación de proteínas, como
la movilidad electroforética de las mismas, o el empleo de
anticuerpos específicos que permiten distinguir proteínas
muy similares.

Composición de ácidos nucleicos

Los genes microbianos se pueden comparar directamen-
te por análisis de su genoma. En el cuadro 6 se resumen
las técnicas empleadas que incluyen determinación del
contenido de bases guanina y citosina (G+C) e hibrida-
ción de sus ácidos nucleicos.

Composición de bases del ADN, constituye  una de las
primeras técnicas empleadas en el análisis del genoma
microbiano. Las 4 bases púricas y pirimídicas que inte-
gran los ácidos nucleicos son: adenina (A), guanina (G),
citosina (C) y timina (T), A se aparea con T y C con G.

El porcentaje de G+C del ADN refleja la secuencia de
bases y se determina por análisis cromatográfico de las
bases luego de hidrólisis o en forma más sencilla por la
temperatura de fusión (Tm) del ADN.

En el ADN bicatenario tres puentes de H unen los pares
GC y dos los AT. De modo que cuanto mayor es la propor-
ción de GC que se encuentre en el ADN, sus cadenas se
separarán a mayor temperatura. La fusión se puede se-
guir en espectrometría ya que la absorbancia a 260nm
(UV) del ADN aumenta durante la separación de las ca-
denas (figura 1). Al calentar una muestra de ADN la tem-
peratura sube durante la separación de las hebras, a me-
dida que se van rompiendo los puentes de H. Se alcanza
una meseta cuando todo el ADN se convierte en monoca-
tenario. El punto medio de la curva proporciona la tempe-
ratura de fusión, medida directa del contenido de GC.

También se obtiene este dato centrifugando el ADN en un
gradiente de CsCl (la densidad del ADN aumenta propor-
cionalmente con el contenido de GC).

Cuadro 6- Análisis clásicos de ADN

Composición de bases

  % C+C =        G + C      x100
                     G+C+T+A

* gradiente de CsCl
* desnaturalización térmica

criterio de exclusión: % GC > 3  ➛ dos especies
diferentes

% GC > 10 ➛ dos géneros
diferentes

Hibridación ADN-ADN

- depende de la secuencia
- determinación por:

* % hibridación de ADN
1
 marcado con ADN

2

* < T
m 

del híbrido y del cultivo puro

- es el criterio actual de definición de especie:

- > 70% de hibridización
- Tm < 5ºC

El cuadro 7 presenta algunos de los valores de GC en
diversos organismos.
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5
Genética de microorganismos

procariotas

Elementos genéticos en bacterias

Los elementos genéticos presentes en células bacteria-
nas son:
a) cromosoma bacteriano
b) plásmidos
c) ácidos nucleicos de virus
d) elementos transponibles

Cromosoma bacteriano
El genoma bacteriano es haploide, está constituido por
una molécula de ADN autorreplicativa (replicón), de 1.000
a 6.000Kb (4.700Kb en E. coli) y alberga la mayor infor-
mación genética esencial de la célula (figura 1).

monocopia, oligocopia o multicopia. Sus principales fun-
ciones no están relacionadas a metabolismos  fundamen-
tales para la viabilidad de la célula, sino que albergan ge-
nes que codifican para funciones accesorias como ser
resistencias a antibióticos, fungicidas, metales pesados,
etc. Son empleados como vectores de información gené-
tica y la célula al dividirse por fisión binaria asegura pre-
viamente la duplicación de sus plásmidos, ya que éstos
contienen un replicón básico que hace posible que se
dupliquen las copias plasmídicas antes de la división ce-
lular (figura 3).

 Figura 1- Genoma bacteriano

Los plásmidos están formados por ADN circular, de do-
ble hélice, son replicones, su número de copias es carác-
terístico y varía de una célula a otra. El tamaño de un
plásmido y su número por célula se usan como carácter
taxonómico (figura 2).Una célula puede tener plásmidos

Figura 2- Esquema de una célula bacteriana con su
cromosoma y tres copias de un plásmido

Bases

Figura  3- Mantenimiento de plásmidos

Replicación Partición

Azúcar
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El aporte de estos caracteres se ha incrementado luego
del empleo del microscopio electrónico de transmisión o
de barrido, cuyo poder de resolución (1nm) supera am-
pliamente a los ópticos (0,2 micras).

La coloración de Gram continúa siendo una importante
herramienta en la taxonomía bacteriana ya que permite
separar grupos según composición y estructura de la pa-
red celular procariota.

Caracteres fisiológicos y metabólicos

Estos  constituyen una importante contribución en la taxo-
nomía ya que están directamente relacionados con las
enzimas microbianas y las proteínas de transporte. Como
las proteínas son resultado de síntesis génica, estos es-
tudios metabólicos permiten una comparación indirecta
de los genomas microbianos. En el cuadro 5 se muestran
algunas de determinaciones más empleadas.

Cuadro 5- Caracteres fisiológicos y metabólicos
usadas en la clasificación microbiana

Fuentes de carbono, nitrógeno, azufre, de energía, etc.
Componentes de la pared celular
Tipos de fermentación y productos finales
Clasificación nutricional
Efectos de factores del ambiente: temperatura,
pH, gases, solutos, etc. Valores óptimos y rangos
Producción de luz (luciferasa)
Metabolismos bioenergéticos
Pigmentos fotosintéticos
Necesidades y tolerancia a la sal
Metabolitos secundarios: antibióticos, toxinas,
pigmentos
Sensibilidad a inhibidores metabólicos y antibióticos
Inclusiones citoplasmáticas: fosfatos, azufre,
fenoxialcanos

Los estudios llevan en general tiempo ya que el microor-
ganismo en estado puro se cultiva en medios con sustra-
tos específicos. Se evalúa el empleo de algunos de ellos
(azúcares, nitratos, etc.) por la desaparición del mismo y/
o por la aparición de productos finales del metabolismo.

Los perfiles metabólicos de poblaciones de interés se pue-
den evaluar en sistemas comerciales como el Biolog, don-
de se siembra el aislamiento en una placa con numero-
sos orificios, cada uno con una fuente de carbono diferen-
te. Luego de la incubación la placa se lee en un lector
electrónico (aparece color donde hubo crecimiento y utili-
zación del sustrato).

Caracteres ecológicos

Son propiedades que afectan la relación de los microor-
ganismos con el ambiente, como las relaciones simbióti-
cas, la producción de enfermedades en un huésped es-
pecífico, las preferencias de habitat, las necesidades de
ciertos rangos de temperatura, pH, O

2
, concentración os-

mótica. Algunas características de crecimiento se consi-
deran también caracteres fisiológicos.

Caracteres genéticos

Resultan de indudable aplicación en la taxonomía de eu-
cariotes, donde la especie se define en términos de re-
producción sexual. En procariotas, el fenómeno es frag-
mentario, pero de todas formas se realizan grandes avan-
ces en el estudio de intercambio de genes mediante la
recombinación (transformación, transducción, conjuga-
ción) (capítulo 5). La primera ocurre principalmente entre
especies bacterianas diferentes, pero raramente entre
géneros. Se han realizado estudios de transformación con
varios géneros: Bacillus, Micrococcus, Rhizobium y otros.
Pero, puede suceder que no ocurra transformación por
motivos diferentes a la homología del ADN.

La conjugación se ha empleado mucho en estudios taxo-
nómicos. Así entre las bacterias entéricas, Escherichia

puede conjugar con los géneros Salmonella y Shigella,
pero no con Proteus ni Enterobacter, lo que concuerda
con otros datos que muestran que los tres primeros géne-
ros están más estrechamente relacionados entre si que
con los otros dos restantes.

El número y tipo de plásmido presente en células bacte-
rianas también se emplea con fines taxonómicos, ya que
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La figura 4 presenta un plásmido muy estudiado el R
1
 de

E. coli, del cual se conocen por clonación, zonas como la
región tra, que asegura su transferencia conjugativa, la
región determinante de resistencia (antibióticos, metales
pesados) R-det y la región par, que asegura que las co-
pias del plásmido se repartan a las células hijas (parti-
ción).

En resumen: las bacterias presentan la información ge-
nética esencial en el nucleoide, falso núcleo también lla-
mado “cromosoma bacteriano” y pueden contener infor-
mación genética adicional, no fundamental, en plásmidos,
profagos y transposones. Estos últimos, al no ser esen-
ciales, pueden variar mucho en número y contenido de
ADN y son responsables de la mayor parte de los cam-
bios genéticos en bacterias.

Las variaciones genéticas en procariotas se pueden ge-
nerar por dos mecanismos:
Transferencia horizontal de genes, entre bacterias próxi-
mas, por ejemplo por  pasaje de un plásmido de una célu-
la dadora a una receptora (evento intercelular)
Recombinación genética: reacción de corte, intercam-
bio y unión de ADN, por ejemplo la incorporación de un
plásmido al cromosoma (evento intracelular)

Ciclo celular bacteriano

Comúnmente las células bacterianas se dividen por
� fisión binaria o bipartición: la membrana celular jue-

ga un importante rol separando las dos moléculas de
ADN y sintetizando a su paso la nueva pared. El septo
o tabique formado separa finalmente a las dos células
hijas (figura 6). No hay mitosis: se la designa también
como amitótica

� transferencia horizontal de genes: existen mecanis-
mos de intercambio genético entre procariotas que es
muy diferente al de los eucariotas: el proceso es frag-
mentario, no intervienen los complementos cromosó-
micos completos de ambas células y el ADN se trans-

Los bacteriófagos
Son virus que atacan a bacterias (capítulo 2) y su multipli-
cación está asegurada por un ciclo lítico y otro lisogénico.
Intervienen por lo tanto en la lisis celular (ciclo lítico) o en
la incorporación de material genético a células bacteria-
nas (ciclo lisogénico).

Los elementos transponibles
Son segmentos de ADN de cientos o miles de pares de
bases, con extremos repetidos invertidos, (figura 5), nun-
ca independientes y que pueden saltar en la célula de un
lugar a otro del ADN con muy baja frecuencia. El sitio lo
eligen al azar y dan motivo a mutaciones. No son replico-
nes, por lo que deben insertarse en uno.

Los más conocidos son los:
IS- secuencias de inserción, son los más simples, sólo

saltan.
Tn-transposones propiamente dichos, son más comple-

jos y además de saltar, llevan genes adicionales, por
ejemplo de resistencia a antibióticos, metales pesa-
dos, etc.

región tra

(transferencia
conjugativa

copB  copA
repA

ori

RTF

Resistance
Transfer
Factor

R-det

Resistance
determinants

parA  parB

replicón básico

(replicación)

KmR (kanamicina)

ApR (ampicilina)

SmR (estreptomicina)

SuR (sulfonamida)

CmR (cloranfenicol)

región par (partición

Figura 4- El plásmido R
1

5´ACTG

3´TGAC

CAGT 3´

GTCA 5´
tmp

Figura 5- Transposones
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Evidentemente, ésta constituye una clasificación artificial
que no permite inferir relaciones filogenéticos o evoluti-
vas entre microorganismos ni determinar evolución de fun-
ciones (respiración, fotosíntesis, etc.). Tampoco dice nada
de organismos no cultivables y por lo tanto aun no aislados
en cultivo puro, que se sabe constituyen una importante
fracción del germoplasma microbiano en la naturaleza.

Caracteres clásicos

Los caracteres  morfológicos, fisiológicos, bioquímicos,
ecológicos y genéticos han sido empleados en taxonomía

microbiana desde hace mucho tiempo. Resultan útiles e
la identificación microbiana y pueden brindar también in-
formación filogenética.

Caracteres morfológicos

Son muy empleados en taxonomía ya que resultan fáciles
de estudiar, son bastante estables por ser la expresión de
numerosos genes, suelen ser estables del punto de vista
genético y en general, sobretodo en los eucariotas, no
varían mucho con el ambiente. El cuadro 4 presenta algu-
nos de los caracteres morfológicos empleados.

Cuadro 3-  Jerarquías en taxonomía.  En este caso simplificado se cita el ejemplo de los miembros del género
Shigella y sus rangos taxonómicos superiores.

Cuadro 4- Algunos caracteres morfológicos empleados en la clasificación e identificación microbiana

Carácter Grupos microbianos

Forma celular y tamaño celular Muy empleados en todos los grupos microbianos
Morfología de las colonias Todos los grupos principales
Estructuras subcelulares Todos los grupos principales
Tinciones Bacterias, algunos hongos
Cilias y flagelos Todos los grupos principales
Movilidad Bacterias deslizantes, espiroquetas
Forma y ubicación de las endosporas Bacterias formadoras de endosporas
Morfología y localización de conidios y esporas eucariotas Algas, hongos
Inclusiones celulares Todos los grupos principales
Color Todos los grupos principales
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fiere en una sola dirección, del donador al recipiente
(se habla de formación de diploides parciales).

Los mecanismos son especializados. Puede haber o no
recombinación de materiales genéticos (incorporación del
segmento transferido al material preexistente) (cuadro 1 y
figura 7) (Madigan et al., 2000).

pasar virus pero no bacterias. Si no ocurre es que se
requiere contacto célula-célula (conjugación).

En resumen: la variabilidad genética en bacterias
se logra por:
Recombinación (transferencia horizontal de genes por
transformación, transducción, conjugación)
Mutaciones (transferencia vertical de genes)

Cuadro 1- Transferencia horizontal de genes
en bacterias

� también llamada sexualidad
� se da en cualquier momento del ciclo de vida de

la bacteria
� con mayor frecuencia entre bacterias relaciona-

das, pero genes de una bacteria pueden integrar
el genoma de otra bacteria muy alejada genéti-
camente

� por lo que el concepto de especie no se aplica
claramente en  bacterias

Un dispositivo muy sencillo permite determinar el meca-
nismo por el cuál se formaron recombinantes cuando dos
cultivos se ponen en contacto: en un tubo doblado en U
se siembran los cultivos, uno en cada rama, separados
por un filtro bacteriológico, que deja pasar los bacteriófa-
gos, pero no a las células.
� Si los cultivos se tratan previamente con ADNasa,

entonces el proceso no fue por transformación ya
que el ADN libre está expuesto a la acción de la
enzima. Si igual ocurre recombinación, debe ser por
alguno de los otros mecanismos de transferencia
horizontal.

� Sin ADNasa, la recombinación debe ocurrir por trans-
ducción o por transformación, ya que el filtro deja

Crecimiento Duplicación del ADN
División celular

Figura 6- Ciclo celular en una célula procariota

Recombinación

Involucra intercambio físico de material genético entre
elementos genéticos. Se generan nuevas combinacio-
nes: “se une lo que antes estaba separado y se separa
lo que antes estaba unido”. Es un evento intracelular.
Se reconocen:

a)Recombinación homóloga o general: el intercambio se
realiza en segmentos extensos de secuencias homólo-
gas o muy parecidas

b)Recombinación específica de sitio: el intercambio se
opera en segmentos muy cortos de secuencias especí-
ficas (ejemplo integración del genoma fágico al cromo-
soma bacteriano).

c)Recombinación ilegítima: es la transposición: el inter-
cambio se opera por salto a cualquier secuencia, al azar.

Figura 7- Mecanismos de transferencia horizontal
de genes en bacterias

Transformación

Transducción

Conjugación

donador receptorADN libre

ADN en virus

transferencia de
cromosoma

transferencia de
plasmidios
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Dominio: Bacteria: ejemplo Eubacteria
Reino: Proteobacteria

Sección: γ Proteobacterias
Clase: Zymobacteria

Orden: Enterobacteriales
Famila:Enterobacteriaceae

Género: Shigella

Especie: S. flexneri

Cepa: población que
desciende de un cultivo puro, pueden diferenciarse
unas de otras de varias maneras.

Biovariedad: varian-
tes de cepas caracterizadas por diferencias bioquí-
micas y fisiológicas. Las morfovariedades se dife-
rencian del punto de vista morfológico y las serova-
riedades, por sus caracteres antigénicos.

Una cepa de una especie se designa como cepa tipo.

Suele tratarse de uno de los primeros aislamientos y es-
tar muy bien caracterizada.

Un género es un grupo bien definido de una o más espe-
cies que está claramente separado de otros géneros.

La taxonomía toma en cuenta numerosos caracteres  que
se resumen en el cuadro 2.

Los caracteres son evaluados en clave dicotómica y las
familias, géneros, especies, sub-especies, biovariedades,
son descriptas en el Bergey´s Manual of Systematic Bac-

teriology (última edición 2001) y en otras aproximaciones
taxonómicas.

El cuadro 3 (Prescott et al., 1999) muestra los niveles  o
rangos empleados con mayor frecuencia: especies, gé-
neros, familias, órdenes, clases y reinos. Los nombres
de los grupos microbianos de cada nivel  o rango  tienen
terminaciones (sufijos) característicos: ales para órde-
nes, eae para familias. Obsérvese que las secciones son
categorías informales empleadas para dividir el Manual
en partes manejables (30 o más secciones con títulos
formales como: metanógenicos, Bacillus, Lactobacillus,
Halobacterias, Espiroquetas.

Cuadro 2- Caracteres empleados en estudios
taxonómicos

Fenotípicos

caracteres culturales en:
i) medio líquido (velo, turbidez uniforme, sedi-

mento)

ii) en medio sólido (tamaño, forma, bordes, de la
colonia)

caracteres morfológicos
tamaño, forma, forma de agruparse de las
células en medio líquido

caracteres tintoriales
coloraciones simples, diferenciales (Gram),
específicas (esporas, flagelos, etc.)

Fisiológicos y metabólicos

Empleo  de fuentes de C, N, S, etc., formas de ob-
tención de energía, producción de sustancias bióti-
cas (vitaminas) y abióticas (antibióticos)

Serológicos

Reconocimiento por reacciones antígeno (somáti-
cos o flagelares de la bacteria) y anticuerpos espe-
cíficos producidos contra esas moléculas no presen-
tes en animales de sangre caliente: conejos, coba-
yos, caballo

Ecológicos, patológicos y/o simbióticos

Asociaciones con animales, plantas, etc., efecto de
factores del ambiente

Genéticos

Análisis del número y tamaño de los plásmidos, in-
tercambio de genes mediante los procesos de re-
combinación

Moleculares

Estudio de proteínas y ácidos nucleicos, muy desa-
rrollados en la actualidad, proporciona valiosa infor-
mación sobre relaciones entre microorganismos
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Transferencia horizontal de genes en
bacterias

Ocurre por tres mecanismos (figura 7):
1. conjugación: la transferencia es resultado de un con-

tacto célula-célula (se parece al proceso sexual en eu-
cariotas). El segmento de ADN transferido depende del
tiempo de contacto y se realiza a través de un pelo
sexual.

2. transducción, donde la transferencia está mediada por
partículas virales.

3. transformación, donde participa el ADN libre en pe-
queños trozos que penetran por la membrana. La célu-
la dadora en general se lisa y el ADN queda en la natu-
raleza expuesto a la biodegradación, acción de la
ADNasa, etc. Pero en ambientes muy colonizados, como
la rizosfera (zona del suelo en contacto con las raíces)
puede llegar a células receptoras que lo ingresan en su
interior.

Cuando en la transferencia de genes se involucran as-
pectos nutritivos, de resistencias a antibióticos, etc. es
posible detectar los recombinantes por siembra en me-
dios selectivos donde no crece la célula receptora pero si
la recombinante. Por ejemplo, si la célula receptora no
sintetiza triptofano (Trp-), no se desarrollará al sembrarla
en caja de Petri con medio sin ese aminoácido, pero al
recibir ADN de células Trp+, las recombinantes formarán
colonias en el medio sin el aminoácido.

Transformación

El ADN libre (lisis celular) lineal se debe unir a la superficie
de la bacteria mediante una proteína de unión, luego de lo
cual entran o bien las dos hebras o previamente una nu-

cleasa degrada una de ellas y la otra entra en la célula. El
trozo de ADN se asocia a una proteína específica que evita
el ataque por nucleasas hasta su integración con el  ADN
con ayuda de una proteína llamada RecA, mediante un pro-
ceso de recombinación. En la replicación de este ADN se
forma una célula igual a la parental y otra recombinante.

Las bacterias son escasamente transformadas por plás-
midos, ya que éstos deben permanecer con doble hélice
y circulares para replicarse. La figura 8 muestra la trans-
formación de una bacteria sensible a la ampicilina (Aps)
que se convierte en resistente (ApR) por la adquisición de
un plásmido con esa resistencia.

Muchos ensayos se han realizado a los efectos de au-
mentar la competencia de ciertas bacterias de interés para
transformar, como por ejemplo tratarlas con altas concen-
traciones de iones calcio.

Figura 8- Transformación por un plásmido

ApR

ApR

Transformación

Selección  Ap

Medio de cultivo con  Ap

Sólo crecen clones transformados

que llevan el plásmido

Transducción

El ADN que se transfiere proviene de un virus y el proceso
puede ocurrir en dos formas:
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La necesidad de agrupar y clasificar a los microorganis-
mos surgió muy temprano en los estudios de la microbio-
logía. Los criterios empleados para agrupar, sobretodo con
las bacterias incluyeron categorías nutricionales (autótro-
fas, heterótrofas), características tintoriales (Gram nega-
tivas y Gram positivas), respuestas al oxígeno (aerobias,
anaerobias) rango de temperatura del crecimiento, etc.

La taxonomía (cuadro 1) clasifica a los organismos en
grupos (taxones) en base a similitudes, le asigna nom-
bres a los mismos e identifica organismos desconocidos
(los ubica en algunos de los taxones definidos). La expe-
riencia generada con la clasificación de otros seres vivos,
como los animales y los vegetales ayudó a construir una
aproximación para el caso de los microorganismos y en
especial para las bacterias. La taxonomía es una ciencia
que requiere la determinación de numerosos caracteres y
luego una interpretación rigurosa de los mismos.

Se debe distinguir entre taxonomía e identificación de
las bacterias. La primera conduce a una caracterización
exhaustiva, con aplicación de la teoría y los métodos de
clasificación, la formación de grupos o taxones y su no-
menclatura. La identificación constituye el lado práctico
de la taxonomía, tiende a caracterizar a un aislamiento
por un número limitado de análisis, seleccionados en ge-
neral para el problema en cuestión, efectúa comparación
con especies conocidas y asigna el aislamiento a una es-
pecie conocida o aconseja un estudio taxonómico más
profundo.

Especie: es la unidad taxonómica básica y se define como
el grupo de organismos que tiene un alto grado de simili-

tud en sus propiedades fenotípicas y que difieren de otros
grupos de organismos o cepas en el caso de las bacte-
rias, en muchas características fenotípicas independien-
tes. En general presentan: % de hibridación de sus áci-
dos nucleicos superior al 70% y el híbrido debe presentar
una estabilidad térmica de menos de 5ºC (cuadro 1).

Cuadro 1- Conceptos generales en
taxonomía microbiana

Taxonomía o sistemática:
• clasifica organismos en grupos (taxones) en base

a su similitud
• asigna nombres a los taxones
• identifica organismos desconocidos (determina si

un organismo pertenece a alguno de los taxones
definidos antes).

Especie:

• unidad taxonómica básica
• grupo de cepas que tiene un alto grado de simili-

tud en sus propiedades y que difieren de otros gru-
pos de cepas en muchas características fenotípi-
cas independientes

• definición metodológica:
- % de hibridación ADN

1
-ADN

2
 > 70%

- Tm < 5ºC (estabilidad térmica del híbrido
ADN

1
-ADN

2
)

En las bacterias se habla más de taxones que de espe-
cies, por la continua evolución de caracteres morfológi-
cos y genéticos. Las unidades de clasificación de las bac-
terias o taxones presentan la siguiente jerarquía:

Taxonomía bacteriana y filogenia6
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Transducción generalizada (figura 9) (Madigan et al.,
2000), en donde una porción del ADN de una célula es
parte del genoma de un virus, reemplazando al genoma
del mismo (error de copia), se trata ahora de un virus de-
fectivo. Cuando la población de una bacteria sensible es
infectada por un fago, pueden iniciarse los eventos del
ciclo lítico. Durante este proceso, las enzimas responsa-
bles del empaquetamiento del ADN viral en la cápside,
pueden fallar y se encierra ADN del huésped en algunos
de estos virus. Estas partículas se liberan junto a los virio-
nes normales, de modo que el lisado contiene una mez-
cla de viriones normales y partículas transductoras.

Transducción especializada: en este proceso se gene-
ran partículas transductoras de un solo tipo, por que to-
das ellas contienen un mismo fragmento de ADN de la
bacteria. Se forman por la escisión imprecisa del genoma
fágico que lleva un segmento de ADN de la bacteria adya-
cente al sitio donde estaba integrado.

ADN deriva del donante y la otra es recientemente sinteti-
zada en la célula receptora durante el proceso de transfe-
rencia.  El proceso requiere contacto célula-célula para
permitir el pasaje de una hebra del ADN de un plásmido
(se requiere una enzima que corte).

Una molécula complementaria de ADN se sintetiza en-
tonces en la célula receptora. El factor F es un plásmido
conjugativo muy conocido que presenta alta eficiencia
en la transferencia. Las células que portan el plásmido F
se denominan F+ y las cepas sin el plásmido F, o sea
recipientes para éste, se denominan F–. Cuando una
célula F+ transfiere el plásmido F a una receptora, ésta
última se convierte en F+, o sea dadora en una conjuga-
ción (figura 10).

Conjugación

Es un proceso de transferencia genética que involucra
contacto célula a célula. Es un mecanismo codificado por
plásmidos. Un plásmido conjugativo emplea este meca-
nismo para transferir una copia del mismo a una nueva
célula. La evidencia sugiere que una de las hebras del

La figura 11 (Madigan et al., 2000), muestra una microfo-
tografía electrónica de dos células bacterianas unidas por
el pelo sexual o pili, que facilita la transferencia de mate-
rial genético por conjugación.

Por este mecanismo ocurre la transferencia de resisten-
cia a biocidas, como los antibióticos, ocasionando serios
problemas en la salud humana.

Formación de cepas Hfr (alta frecuencia de recombina-
ción y movilización del cromosoma) (figura 12).

Figura 9- Transducción generalizada
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2) ¿Cómo puede poner en evidencia la presencia de ellos
específicos para Rhizobium loti, en un suelo?

3) ¿Cuál es la etapa más importante en el proceso de
infección?

4) Razón por la cual el virus puede infectar sólo huéspe-
des específicos

5) Relaciones entre los bacteriófagos y las células bacte-
rianas

6) Concepto de mutación en bacterias y cómo se pueden
producir

7) ¿Las mutaciones pueden revertir?
8) ¿Cuándo un elemento genético puede recombinarse

en una célula receptora?
9) Mencione similitudes entre los procesos de transforma-

ción y transducción y sus diferencias con la conjugación
11) Diferencias principales entre la transducción generali-

zada y la especializada
12) Aplicaciones prácticas del proceso de conjugación
13) Aplicaciones de estos mecanismos en ingeniería ge-

nética para la obtención de materiales transgénicos.
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El plásmido F de E.coli es conjugativo (es un episoma, o
sea se puede integrar al cromosoma) y también puede
movilizar el cromosoma durante el contacto célula-célula.
La conjugación permitirá la transferencia de grandes zo-
nas de cromosoma del donante a la célula receptora. Las
células que poseen el plásmido F integrado por recombi-
nación a su cromosoma se denominan Hfr.

La presencia de un plásmido F altera propiedades de la
célula: capacidad para sintetizar el pili llamado F, facilitan-
do la movilización.

En resumen: la conjugación es un mecanismo de trans-
ferencia de ADN en procariotas que requiere contacto
célula a célula y está controlada por genes contenidos en
ciertos plásmidos, como el llamado F e involucra la trans-
ferencia del plásmido de una célula dadora a una recep-
tora. Pero, además, otros elementos genéticos, incluyen-
do el cromosoma de la célula dadora, puede, en ocasio-
nes, ser movilizado y transferido. La transferencia del cro-
mosoma del huésped no es generalmente completa pero
este mecanismo resultó muy útil en la construcción de los
mapas genéticos de las bacterias, asociando los genes
transferidos a diferentes períodos de contacto.

Mutaciones

Una mutación es un cambio genético heredable en la se-
cuencia de bases de los ácidos nucleicos de doble hélice del
genoma de un organismo. El mutante difiere de la célula pa-
rental en su genotipo, es decir, en los genes que el organis-
mo posee. Pero además, puede alterarse su fenotipo.

Una bacteria aislada de la naturaleza se refiere como “tipo
salvaje”. Una mutante puede obtenerse a partir de estas
cepas o de otras derivadas de ella, es decir de otra mu-
tante. Se nombran por el:

Genotipo: ej: hisC indica uno de los genes de E. coli que
codifican para la síntesis de histidina, mutaciones en este
gen se refieren como hisC1, hisC2, etc.
Fenotipo: E.coli  His+, significa que esta cepa puede sin-
tetizar histidina, mientras que E. coli His-, no.

Aislamiento de cepas mutantes
Algunas resultan fácilmente detectables, por aparición de
pigmentos, pérdidas de vesículas de gas, de flagelos, ya
que las colonias cambian de aspecto. Otras, como las que
adquieren cierta resistencia, como a un antibiótico, son
fácilmente aisladas en cajas de Petri, en un medio con el
antibiótico en cuestión. Los métodos de selección de ce-
pas mutantes se han desarrollado mucho y permiten su
aislamiento a partir de una población con millones de or-
ganismos parentales.

Figura 11- Conjugación entre dos bacterias,
vía el pelo sexual o pili

Figura 12- Formación de células Hfr (alta frecuencia
de recombinación)
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Mutantes nutricionales pueden ser detectados por la téc-
nica de replicación en placa: se toma una copia de las
colonias creciendo en medio completo con un disco de
terciopelo o de papel de filtro. Esta copia se replica tocan-
do la superficie de cajas con medio mínimo.  Las colonias
del tipo parental crecen normalmente, mientras que las
de las mutantes, no lo hacen. Su lugar vacío (en la répli-
ca) es señal de que corresponde a una mutante en el medio
completo. Esta se marca y se busca su homóloga en el
medio original, se repica, purifica y se caracteriza.

Se designa como:
Protótrofa: a la cepa tipo salvaje de la cual derivó la
mutante
Auxótrofa: a la mutante nutricional que requiere facto-
res de crecimiento, ejemplo auxótrofa para el triptófano,
vitamina B

12
, etc.

Las mutaciones pueden ser espontáneas o inducidas.
Las espontáneas ocurren por errores en la replicación
del cromosoma, por recombinación o por transposición.
Si bien su frecuencia es baja, en cultivos densos, con va-
rios millones de células, varias células/mL pueden ser mu-
tantes. Las mutaciones pueden implicar cambios de una
o dos bases (mutaciones puntuales) o alteraciones que
incluyan varias pares de bases (deleciones, inserciones,
inversiones).

Mutaciones inducidas: ocurren por la acción de agentes
físicos o químicos que dañan el ADN, induciendo la apari-
ción de mutaciones.  Se habla de agentes mutagénicos.
Muchos son homólogos de bases, se copian pero luego
surgen errores de copia (bromouracilo, aminopurina). Otras
sustancias reaccionan con el ADN (ácido nitroso, hidroxi-
lamina), colorantes (acridinas, bromuro de etidio), radia-
ciones (UV, ionizantes, etc.).

Existe mutagénesis que ocurre sin el empleo de agentes
físicos o químicos, a través del proceso conocido como
mutagénesis con transposones, donde la inserción de un
elemento transponible ocurre dentro de un gen, determi-
nando en general la pérdida de su función. La tecnología
actual del ADN recombinante permite inducir mutaciones
específicas (mutagénesis dirigida a un sitio), en ciertos

genes que pueden ser luego insertados en células reci-
pientes apropiadas. Las mutantes son seleccionadas y
empleadas en estudios específicos.

Finalmente, la figura 13 presenta un esquema que mues-
tra las posibilidades de variabilidad genética entre bacte-
rias lo que explica su inmensa adaptación a distintos am-
bientes, condiciones ambientales y situaciones extremas.
Por su alta frecuencia de transferencia horizontal de ge-
nes todas las bacterias compartirían un conjunto común
de genes, que cada bacteria descarta o conserva según
sus requerimientos. La ausencia de límites claros de es-
pecie o de tiempo en la transferencia sexual permite una
muy rápida adaptación a cambios ambientales. Esta enor-
me plasticidad genética generó la biosfera actual y posibi-
litó la existencia de los eucariotas.
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infectada por un fago, pueden iniciarse los eventos del
ciclo lítico. Durante este proceso, las enzimas responsa-
bles del empaquetamiento del ADN viral en la cápside,
pueden fallar y se encierra ADN del huésped en algunos
de estos virus. Estas partículas se liberan junto a los virio-
nes normales, de modo que el lisado contiene una mez-
cla de viriones normales y partículas transductoras.

Transducción especializada: en este proceso se gene-
ran partículas transductoras de un solo tipo, por que to-
das ellas contienen un mismo fragmento de ADN de la
bacteria. Se forman por la escisión imprecisa del genoma
fágico que lleva un segmento de ADN de la bacteria adya-
cente al sitio donde estaba integrado.

ADN deriva del donante y la otra es recientemente sinteti-
zada en la célula receptora durante el proceso de transfe-
rencia.  El proceso requiere contacto célula-célula para
permitir el pasaje de una hebra del ADN de un plásmido
(se requiere una enzima que corte).

Una molécula complementaria de ADN se sintetiza en-
tonces en la célula receptora. El factor F es un plásmido
conjugativo muy conocido que presenta alta eficiencia
en la transferencia. Las células que portan el plásmido F
se denominan F+ y las cepas sin el plásmido F, o sea
recipientes para éste, se denominan F–. Cuando una
célula F+ transfiere el plásmido F a una receptora, ésta
última se convierte en F+, o sea dadora en una conjuga-
ción (figura 10).

Conjugación

Es un proceso de transferencia genética que involucra
contacto célula a célula. Es un mecanismo codificado por
plásmidos. Un plásmido conjugativo emplea este meca-
nismo para transferir una copia del mismo a una nueva
célula. La evidencia sugiere que una de las hebras del

La figura 11 (Madigan et al., 2000), muestra una microfo-
tografía electrónica de dos células bacterianas unidas por
el pelo sexual o pili, que facilita la transferencia de mate-
rial genético por conjugación.

Por este mecanismo ocurre la transferencia de resisten-
cia a biocidas, como los antibióticos, ocasionando serios
problemas en la salud humana.

Formación de cepas Hfr (alta frecuencia de recombina-
ción y movilización del cromosoma) (figura 12).

Figura 9- Transducción generalizada

Célula bacteriana

Ciclo lítico

Célula transducidaFago

Partícula
transductora

Fago

Partícula
transductora

Célula bacteriana
Recombinación

genéticaTransducción

Figura 10- Transformación de células F
-
 en F

+

F– (femenino) F+(masculino)

tubo de
conjugación

Separación de
células F+

Transformación de
células F– en F+

Síntesis de ADN

Células conjugando
(transferencia de una
copia del factor F)
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2) ¿Cómo puede poner en evidencia la presencia de ellos
específicos para Rhizobium loti, en un suelo?

3) ¿Cuál es la etapa más importante en el proceso de
infección?

4) Razón por la cual el virus puede infectar sólo huéspe-
des específicos

5) Relaciones entre los bacteriófagos y las células bacte-
rianas

6) Concepto de mutación en bacterias y cómo se pueden
producir

7) ¿Las mutaciones pueden revertir?
8) ¿Cuándo un elemento genético puede recombinarse

en una célula receptora?
9) Mencione similitudes entre los procesos de transforma-

ción y transducción y sus diferencias con la conjugación
11) Diferencias principales entre la transducción generali-

zada y la especializada
12) Aplicaciones prácticas del proceso de conjugación
13) Aplicaciones de estos mecanismos en ingeniería ge-

nética para la obtención de materiales transgénicos.
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Transferencia horizontal de genes en
bacterias

Ocurre por tres mecanismos (figura 7):
1. conjugación: la transferencia es resultado de un con-

tacto célula-célula (se parece al proceso sexual en eu-
cariotas). El segmento de ADN transferido depende del
tiempo de contacto y se realiza a través de un pelo
sexual.

2. transducción, donde la transferencia está mediada por
partículas virales.

3. transformación, donde participa el ADN libre en pe-
queños trozos que penetran por la membrana. La célu-
la dadora en general se lisa y el ADN queda en la natu-
raleza expuesto a la biodegradación, acción de la
ADNasa, etc. Pero en ambientes muy colonizados, como
la rizosfera (zona del suelo en contacto con las raíces)
puede llegar a células receptoras que lo ingresan en su
interior.

Cuando en la transferencia de genes se involucran as-
pectos nutritivos, de resistencias a antibióticos, etc. es
posible detectar los recombinantes por siembra en me-
dios selectivos donde no crece la célula receptora pero si
la recombinante. Por ejemplo, si la célula receptora no
sintetiza triptofano (Trp-), no se desarrollará al sembrarla
en caja de Petri con medio sin ese aminoácido, pero al
recibir ADN de células Trp+, las recombinantes formarán
colonias en el medio sin el aminoácido.

Transformación

El ADN libre (lisis celular) lineal se debe unir a la superficie
de la bacteria mediante una proteína de unión, luego de lo
cual entran o bien las dos hebras o previamente una nu-

cleasa degrada una de ellas y la otra entra en la célula. El
trozo de ADN se asocia a una proteína específica que evita
el ataque por nucleasas hasta su integración con el  ADN
con ayuda de una proteína llamada RecA, mediante un pro-
ceso de recombinación. En la replicación de este ADN se
forma una célula igual a la parental y otra recombinante.

Las bacterias son escasamente transformadas por plás-
midos, ya que éstos deben permanecer con doble hélice
y circulares para replicarse. La figura 8 muestra la trans-
formación de una bacteria sensible a la ampicilina (Aps)
que se convierte en resistente (ApR) por la adquisición de
un plásmido con esa resistencia.

Muchos ensayos se han realizado a los efectos de au-
mentar la competencia de ciertas bacterias de interés para
transformar, como por ejemplo tratarlas con altas concen-
traciones de iones calcio.

Figura 8- Transformación por un plásmido

ApR

ApR

Transformación

Selección  Ap

Medio de cultivo con  Ap

Sólo crecen clones transformados

que llevan el plásmido

Transducción

El ADN que se transfiere proviene de un virus y el proceso
puede ocurrir en dos formas:
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La necesidad de agrupar y clasificar a los microorganis-
mos surgió muy temprano en los estudios de la microbio-
logía. Los criterios empleados para agrupar, sobretodo con
las bacterias incluyeron categorías nutricionales (autótro-
fas, heterótrofas), características tintoriales (Gram nega-
tivas y Gram positivas), respuestas al oxígeno (aerobias,
anaerobias) rango de temperatura del crecimiento, etc.

La taxonomía (cuadro 1) clasifica a los organismos en
grupos (taxones) en base a similitudes, le asigna nom-
bres a los mismos e identifica organismos desconocidos
(los ubica en algunos de los taxones definidos). La expe-
riencia generada con la clasificación de otros seres vivos,
como los animales y los vegetales ayudó a construir una
aproximación para el caso de los microorganismos y en
especial para las bacterias. La taxonomía es una ciencia
que requiere la determinación de numerosos caracteres y
luego una interpretación rigurosa de los mismos.

Se debe distinguir entre taxonomía e identificación de
las bacterias. La primera conduce a una caracterización
exhaustiva, con aplicación de la teoría y los métodos de
clasificación, la formación de grupos o taxones y su no-
menclatura. La identificación constituye el lado práctico
de la taxonomía, tiende a caracterizar a un aislamiento
por un número limitado de análisis, seleccionados en ge-
neral para el problema en cuestión, efectúa comparación
con especies conocidas y asigna el aislamiento a una es-
pecie conocida o aconseja un estudio taxonómico más
profundo.

Especie: es la unidad taxonómica básica y se define como
el grupo de organismos que tiene un alto grado de simili-

tud en sus propiedades fenotípicas y que difieren de otros
grupos de organismos o cepas en el caso de las bacte-
rias, en muchas características fenotípicas independien-
tes. En general presentan: % de hibridación de sus áci-
dos nucleicos superior al 70% y el híbrido debe presentar
una estabilidad térmica de menos de 5ºC (cuadro 1).

Cuadro 1- Conceptos generales en
taxonomía microbiana

Taxonomía o sistemática:
• clasifica organismos en grupos (taxones) en base

a su similitud
• asigna nombres a los taxones
• identifica organismos desconocidos (determina si

un organismo pertenece a alguno de los taxones
definidos antes).

Especie:

• unidad taxonómica básica
• grupo de cepas que tiene un alto grado de simili-

tud en sus propiedades y que difieren de otros gru-
pos de cepas en muchas características fenotípi-
cas independientes

• definición metodológica:
- % de hibridación ADN

1
-ADN

2
 > 70%

- Tm < 5ºC (estabilidad térmica del híbrido
ADN

1
-ADN

2
)

En las bacterias se habla más de taxones que de espe-
cies, por la continua evolución de caracteres morfológi-
cos y genéticos. Las unidades de clasificación de las bac-
terias o taxones presentan la siguiente jerarquía:

Taxonomía bacteriana y filogenia6
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fiere en una sola dirección, del donador al recipiente
(se habla de formación de diploides parciales).

Los mecanismos son especializados. Puede haber o no
recombinación de materiales genéticos (incorporación del
segmento transferido al material preexistente) (cuadro 1 y
figura 7) (Madigan et al., 2000).

pasar virus pero no bacterias. Si no ocurre es que se
requiere contacto célula-célula (conjugación).

En resumen: la variabilidad genética en bacterias
se logra por:
Recombinación (transferencia horizontal de genes por
transformación, transducción, conjugación)
Mutaciones (transferencia vertical de genes)

Cuadro 1- Transferencia horizontal de genes
en bacterias

� también llamada sexualidad
� se da en cualquier momento del ciclo de vida de

la bacteria
� con mayor frecuencia entre bacterias relaciona-

das, pero genes de una bacteria pueden integrar
el genoma de otra bacteria muy alejada genéti-
camente

� por lo que el concepto de especie no se aplica
claramente en  bacterias

Un dispositivo muy sencillo permite determinar el meca-
nismo por el cuál se formaron recombinantes cuando dos
cultivos se ponen en contacto: en un tubo doblado en U
se siembran los cultivos, uno en cada rama, separados
por un filtro bacteriológico, que deja pasar los bacteriófa-
gos, pero no a las células.
� Si los cultivos se tratan previamente con ADNasa,

entonces el proceso no fue por transformación ya
que el ADN libre está expuesto a la acción de la
enzima. Si igual ocurre recombinación, debe ser por
alguno de los otros mecanismos de transferencia
horizontal.

� Sin ADNasa, la recombinación debe ocurrir por trans-
ducción o por transformación, ya que el filtro deja

Crecimiento Duplicación del ADN
División celular

Figura 6- Ciclo celular en una célula procariota

Recombinación

Involucra intercambio físico de material genético entre
elementos genéticos. Se generan nuevas combinacio-
nes: “se une lo que antes estaba separado y se separa
lo que antes estaba unido”. Es un evento intracelular.
Se reconocen:

a)Recombinación homóloga o general: el intercambio se
realiza en segmentos extensos de secuencias homólo-
gas o muy parecidas

b)Recombinación específica de sitio: el intercambio se
opera en segmentos muy cortos de secuencias especí-
ficas (ejemplo integración del genoma fágico al cromo-
soma bacteriano).

c)Recombinación ilegítima: es la transposición: el inter-
cambio se opera por salto a cualquier secuencia, al azar.

Figura 7- Mecanismos de transferencia horizontal
de genes en bacterias

Transformación

Transducción

Conjugación

donador receptorADN libre

ADN en virus

transferencia de
cromosoma

transferencia de
plasmidios
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Dominio: Bacteria: ejemplo Eubacteria
Reino: Proteobacteria

Sección: γ Proteobacterias
Clase: Zymobacteria

Orden: Enterobacteriales
Famila:Enterobacteriaceae

Género: Shigella

Especie: S. flexneri

Cepa: población que
desciende de un cultivo puro, pueden diferenciarse
unas de otras de varias maneras.

Biovariedad: varian-
tes de cepas caracterizadas por diferencias bioquí-
micas y fisiológicas. Las morfovariedades se dife-
rencian del punto de vista morfológico y las serova-
riedades, por sus caracteres antigénicos.

Una cepa de una especie se designa como cepa tipo.

Suele tratarse de uno de los primeros aislamientos y es-
tar muy bien caracterizada.

Un género es un grupo bien definido de una o más espe-
cies que está claramente separado de otros géneros.

La taxonomía toma en cuenta numerosos caracteres  que
se resumen en el cuadro 2.

Los caracteres son evaluados en clave dicotómica y las
familias, géneros, especies, sub-especies, biovariedades,
son descriptas en el Bergey´s Manual of Systematic Bac-

teriology (última edición 2001) y en otras aproximaciones
taxonómicas.

El cuadro 3 (Prescott et al., 1999) muestra los niveles  o
rangos empleados con mayor frecuencia: especies, gé-
neros, familias, órdenes, clases y reinos. Los nombres
de los grupos microbianos de cada nivel  o rango  tienen
terminaciones (sufijos) característicos: ales para órde-
nes, eae para familias. Obsérvese que las secciones son
categorías informales empleadas para dividir el Manual
en partes manejables (30 o más secciones con títulos
formales como: metanógenicos, Bacillus, Lactobacillus,
Halobacterias, Espiroquetas.

Cuadro 2- Caracteres empleados en estudios
taxonómicos

Fenotípicos

caracteres culturales en:
i) medio líquido (velo, turbidez uniforme, sedi-

mento)

ii) en medio sólido (tamaño, forma, bordes, de la
colonia)

caracteres morfológicos
tamaño, forma, forma de agruparse de las
células en medio líquido

caracteres tintoriales
coloraciones simples, diferenciales (Gram),
específicas (esporas, flagelos, etc.)

Fisiológicos y metabólicos

Empleo  de fuentes de C, N, S, etc., formas de ob-
tención de energía, producción de sustancias bióti-
cas (vitaminas) y abióticas (antibióticos)

Serológicos

Reconocimiento por reacciones antígeno (somáti-
cos o flagelares de la bacteria) y anticuerpos espe-
cíficos producidos contra esas moléculas no presen-
tes en animales de sangre caliente: conejos, coba-
yos, caballo

Ecológicos, patológicos y/o simbióticos

Asociaciones con animales, plantas, etc., efecto de
factores del ambiente

Genéticos

Análisis del número y tamaño de los plásmidos, in-
tercambio de genes mediante los procesos de re-
combinación

Moleculares

Estudio de proteínas y ácidos nucleicos, muy desa-
rrollados en la actualidad, proporciona valiosa infor-
mación sobre relaciones entre microorganismos
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La figura 4 presenta un plásmido muy estudiado el R
1
 de

E. coli, del cual se conocen por clonación, zonas como la
región tra, que asegura su transferencia conjugativa, la
región determinante de resistencia (antibióticos, metales
pesados) R-det y la región par, que asegura que las co-
pias del plásmido se repartan a las células hijas (parti-
ción).

En resumen: las bacterias presentan la información ge-
nética esencial en el nucleoide, falso núcleo también lla-
mado “cromosoma bacteriano” y pueden contener infor-
mación genética adicional, no fundamental, en plásmidos,
profagos y transposones. Estos últimos, al no ser esen-
ciales, pueden variar mucho en número y contenido de
ADN y son responsables de la mayor parte de los cam-
bios genéticos en bacterias.

Las variaciones genéticas en procariotas se pueden ge-
nerar por dos mecanismos:
Transferencia horizontal de genes, entre bacterias próxi-
mas, por ejemplo por  pasaje de un plásmido de una célu-
la dadora a una receptora (evento intercelular)
Recombinación genética: reacción de corte, intercam-
bio y unión de ADN, por ejemplo la incorporación de un
plásmido al cromosoma (evento intracelular)

Ciclo celular bacteriano

Comúnmente las células bacterianas se dividen por
� fisión binaria o bipartición: la membrana celular jue-

ga un importante rol separando las dos moléculas de
ADN y sintetizando a su paso la nueva pared. El septo
o tabique formado separa finalmente a las dos células
hijas (figura 6). No hay mitosis: se la designa también
como amitótica

� transferencia horizontal de genes: existen mecanis-
mos de intercambio genético entre procariotas que es
muy diferente al de los eucariotas: el proceso es frag-
mentario, no intervienen los complementos cromosó-
micos completos de ambas células y el ADN se trans-

Los bacteriófagos
Son virus que atacan a bacterias (capítulo 2) y su multipli-
cación está asegurada por un ciclo lítico y otro lisogénico.
Intervienen por lo tanto en la lisis celular (ciclo lítico) o en
la incorporación de material genético a células bacteria-
nas (ciclo lisogénico).

Los elementos transponibles
Son segmentos de ADN de cientos o miles de pares de
bases, con extremos repetidos invertidos, (figura 5), nun-
ca independientes y que pueden saltar en la célula de un
lugar a otro del ADN con muy baja frecuencia. El sitio lo
eligen al azar y dan motivo a mutaciones. No son replico-
nes, por lo que deben insertarse en uno.

Los más conocidos son los:
IS- secuencias de inserción, son los más simples, sólo

saltan.
Tn-transposones propiamente dichos, son más comple-

jos y además de saltar, llevan genes adicionales, por
ejemplo de resistencia a antibióticos, metales pesa-
dos, etc.

región tra

(transferencia
conjugativa

copB  copA
repA

ori

RTF

Resistance
Transfer
Factor

R-det

Resistance
determinants

parA  parB

replicón básico

(replicación)

KmR (kanamicina)

ApR (ampicilina)

SmR (estreptomicina)

SuR (sulfonamida)

CmR (cloranfenicol)

región par (partición

Figura 4- El plásmido R
1

5´ACTG

3´TGAC

CAGT 3´

GTCA 5´
tmp

Figura 5- Transposones
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Evidentemente, ésta constituye una clasificación artificial
que no permite inferir relaciones filogenéticos o evoluti-
vas entre microorganismos ni determinar evolución de fun-
ciones (respiración, fotosíntesis, etc.). Tampoco dice nada
de organismos no cultivables y por lo tanto aun no aislados
en cultivo puro, que se sabe constituyen una importante
fracción del germoplasma microbiano en la naturaleza.

Caracteres clásicos

Los caracteres  morfológicos, fisiológicos, bioquímicos,
ecológicos y genéticos han sido empleados en taxonomía

microbiana desde hace mucho tiempo. Resultan útiles e
la identificación microbiana y pueden brindar también in-
formación filogenética.

Caracteres morfológicos

Son muy empleados en taxonomía ya que resultan fáciles
de estudiar, son bastante estables por ser la expresión de
numerosos genes, suelen ser estables del punto de vista
genético y en general, sobretodo en los eucariotas, no
varían mucho con el ambiente. El cuadro 4 presenta algu-
nos de los caracteres morfológicos empleados.

Cuadro 3-  Jerarquías en taxonomía.  En este caso simplificado se cita el ejemplo de los miembros del género
Shigella y sus rangos taxonómicos superiores.

Cuadro 4- Algunos caracteres morfológicos empleados en la clasificación e identificación microbiana

Carácter Grupos microbianos

Forma celular y tamaño celular Muy empleados en todos los grupos microbianos
Morfología de las colonias Todos los grupos principales
Estructuras subcelulares Todos los grupos principales
Tinciones Bacterias, algunos hongos
Cilias y flagelos Todos los grupos principales
Movilidad Bacterias deslizantes, espiroquetas
Forma y ubicación de las endosporas Bacterias formadoras de endosporas
Morfología y localización de conidios y esporas eucariotas Algas, hongos
Inclusiones celulares Todos los grupos principales
Color Todos los grupos principales
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5
Genética de microorganismos

procariotas

Elementos genéticos en bacterias

Los elementos genéticos presentes en células bacteria-
nas son:
a) cromosoma bacteriano
b) plásmidos
c) ácidos nucleicos de virus
d) elementos transponibles

Cromosoma bacteriano
El genoma bacteriano es haploide, está constituido por
una molécula de ADN autorreplicativa (replicón), de 1.000
a 6.000Kb (4.700Kb en E. coli) y alberga la mayor infor-
mación genética esencial de la célula (figura 1).

monocopia, oligocopia o multicopia. Sus principales fun-
ciones no están relacionadas a metabolismos  fundamen-
tales para la viabilidad de la célula, sino que albergan ge-
nes que codifican para funciones accesorias como ser
resistencias a antibióticos, fungicidas, metales pesados,
etc. Son empleados como vectores de información gené-
tica y la célula al dividirse por fisión binaria asegura pre-
viamente la duplicación de sus plásmidos, ya que éstos
contienen un replicón básico que hace posible que se
dupliquen las copias plasmídicas antes de la división ce-
lular (figura 3).

 Figura 1- Genoma bacteriano

Los plásmidos están formados por ADN circular, de do-
ble hélice, son replicones, su número de copias es carác-
terístico y varía de una célula a otra. El tamaño de un
plásmido y su número por célula se usan como carácter
taxonómico (figura 2).Una célula puede tener plásmidos

Figura 2- Esquema de una célula bacteriana con su
cromosoma y tres copias de un plásmido

Bases

Figura  3- Mantenimiento de plásmidos

Replicación Partición

Azúcar
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El aporte de estos caracteres se ha incrementado luego
del empleo del microscopio electrónico de transmisión o
de barrido, cuyo poder de resolución (1nm) supera am-
pliamente a los ópticos (0,2 micras).

La coloración de Gram continúa siendo una importante
herramienta en la taxonomía bacteriana ya que permite
separar grupos según composición y estructura de la pa-
red celular procariota.

Caracteres fisiológicos y metabólicos

Estos  constituyen una importante contribución en la taxo-
nomía ya que están directamente relacionados con las
enzimas microbianas y las proteínas de transporte. Como
las proteínas son resultado de síntesis génica, estos es-
tudios metabólicos permiten una comparación indirecta
de los genomas microbianos. En el cuadro 5 se muestran
algunas de determinaciones más empleadas.

Cuadro 5- Caracteres fisiológicos y metabólicos
usadas en la clasificación microbiana

Fuentes de carbono, nitrógeno, azufre, de energía, etc.
Componentes de la pared celular
Tipos de fermentación y productos finales
Clasificación nutricional
Efectos de factores del ambiente: temperatura,
pH, gases, solutos, etc. Valores óptimos y rangos
Producción de luz (luciferasa)
Metabolismos bioenergéticos
Pigmentos fotosintéticos
Necesidades y tolerancia a la sal
Metabolitos secundarios: antibióticos, toxinas,
pigmentos
Sensibilidad a inhibidores metabólicos y antibióticos
Inclusiones citoplasmáticas: fosfatos, azufre,
fenoxialcanos

Los estudios llevan en general tiempo ya que el microor-
ganismo en estado puro se cultiva en medios con sustra-
tos específicos. Se evalúa el empleo de algunos de ellos
(azúcares, nitratos, etc.) por la desaparición del mismo y/
o por la aparición de productos finales del metabolismo.

Los perfiles metabólicos de poblaciones de interés se pue-
den evaluar en sistemas comerciales como el Biolog, don-
de se siembra el aislamiento en una placa con numero-
sos orificios, cada uno con una fuente de carbono diferen-
te. Luego de la incubación la placa se lee en un lector
electrónico (aparece color donde hubo crecimiento y utili-
zación del sustrato).

Caracteres ecológicos

Son propiedades que afectan la relación de los microor-
ganismos con el ambiente, como las relaciones simbióti-
cas, la producción de enfermedades en un huésped es-
pecífico, las preferencias de habitat, las necesidades de
ciertos rangos de temperatura, pH, O

2
, concentración os-

mótica. Algunas características de crecimiento se consi-
deran también caracteres fisiológicos.

Caracteres genéticos

Resultan de indudable aplicación en la taxonomía de eu-
cariotes, donde la especie se define en términos de re-
producción sexual. En procariotas, el fenómeno es frag-
mentario, pero de todas formas se realizan grandes avan-
ces en el estudio de intercambio de genes mediante la
recombinación (transformación, transducción, conjuga-
ción) (capítulo 5). La primera ocurre principalmente entre
especies bacterianas diferentes, pero raramente entre
géneros. Se han realizado estudios de transformación con
varios géneros: Bacillus, Micrococcus, Rhizobium y otros.
Pero, puede suceder que no ocurra transformación por
motivos diferentes a la homología del ADN.

La conjugación se ha empleado mucho en estudios taxo-
nómicos. Así entre las bacterias entéricas, Escherichia

puede conjugar con los géneros Salmonella y Shigella,
pero no con Proteus ni Enterobacter, lo que concuerda
con otros datos que muestran que los tres primeros géne-
ros están más estrechamente relacionados entre si que
con los otros dos restantes.

El número y tipo de plásmido presente en células bacte-
rianas también se emplea con fines taxonómicos, ya que
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8) ¿Por qué es necesario racionalizar el uso de antibióti-
cos en sanidad humana?

9) ¿Cuesta mucho la búsqueda de nuevos antibióticos?
¿Por qué?

10)Acción de la penicilina sobre bacterias Gram positivas
y Gram negativas. ¿Actúa sobre cultivos viejos?

11) Como esterilizaría:

i) cámara de siembra, ii) el ansa, iii) frascos y tubos de
vidrio vacíos, iv) medios de cultivo usuales, v) medios
con antibióticos, vi) solución de vitaminas, vii) leche y
cerveza
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muchas veces codifican para un carácter de importancia
como la sensibilidad a antibióticos, metales pesados, etc.
En general, conviene emplear en la clasificación un grupo
grandes de caracteres (ver taxonomía numérica).

Características moleculares

Los abordajes más modernos en la taxonomía se basan
en los análisis de proteínas y ácidos nucleicos, que brin-
dan importante información sobre relaciones entre micro-
organismos.

Comparación de proteínas
Las secuencias de aminoácidos en las proteínas son refle-
jo de las secuencias  de ARNm y por lo tanto están relacio-
nados con los genes que las codifican. Se determina la se-
cuencia de aminoácidos de proteínas con la misma función
(si éstas son similares, es muy probable que los organis-
mos que las poseen estén estrechamente relacionados).

Como estos estudios son largos y caros, se han emplea-
do técnicas indirectas de comparación de proteínas, como
la movilidad electroforética de las mismas, o el empleo de
anticuerpos específicos que permiten distinguir proteínas
muy similares.

Composición de ácidos nucleicos

Los genes microbianos se pueden comparar directamen-
te por análisis de su genoma. En el cuadro 6 se resumen
las técnicas empleadas que incluyen determinación del
contenido de bases guanina y citosina (G+C) e hibrida-
ción de sus ácidos nucleicos.

Composición de bases del ADN, constituye  una de las
primeras técnicas empleadas en el análisis del genoma
microbiano. Las 4 bases púricas y pirimídicas que inte-
gran los ácidos nucleicos son: adenina (A), guanina (G),
citosina (C) y timina (T), A se aparea con T y C con G.

El porcentaje de G+C del ADN refleja la secuencia de
bases y se determina por análisis cromatográfico de las
bases luego de hidrólisis o en forma más sencilla por la
temperatura de fusión (Tm) del ADN.

En el ADN bicatenario tres puentes de H unen los pares
GC y dos los AT. De modo que cuanto mayor es la propor-
ción de GC que se encuentre en el ADN, sus cadenas se
separarán a mayor temperatura. La fusión se puede se-
guir en espectrometría ya que la absorbancia a 260nm
(UV) del ADN aumenta durante la separación de las ca-
denas (figura 1). Al calentar una muestra de ADN la tem-
peratura sube durante la separación de las hebras, a me-
dida que se van rompiendo los puentes de H. Se alcanza
una meseta cuando todo el ADN se convierte en monoca-
tenario. El punto medio de la curva proporciona la tempe-
ratura de fusión, medida directa del contenido de GC.

También se obtiene este dato centrifugando el ADN en un
gradiente de CsCl (la densidad del ADN aumenta propor-
cionalmente con el contenido de GC).

Cuadro 6- Análisis clásicos de ADN

Composición de bases

  % C+C =        G + C      x100
                     G+C+T+A

* gradiente de CsCl
* desnaturalización térmica

criterio de exclusión: % GC > 3  ➛ dos especies
diferentes

% GC > 10 ➛ dos géneros
diferentes

Hibridación ADN-ADN

- depende de la secuencia
- determinación por:

* % hibridación de ADN
1
 marcado con ADN

2

* < T
m 

del híbrido y del cultivo puro

- es el criterio actual de definición de especie:

- > 70% de hibridización
- Tm < 5ºC

El cuadro 7 presenta algunos de los valores de GC en
diversos organismos.
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A-Filtros de membrana
Son discos de ésteres de celulosa con poros pequeños que
evitan el paso de los microorganismos (0,45, 0,22 micras).
Existen distintos tipos de filtro dependiendo del tamaño del
poro. Son desechables. Además de usarse en la esteriliza-
ción de líquidos se usan en el análisis microbiológico de
aguas ya que concentran los microorganismos existentes
en grandes volúmenes de agua (figura 22).

B- Filtros HEPA (High Efficiency Particulate Air) están com-
puestos por pliegues de acetato de celulosa que retienen
las partículas (incluidos los microorganismos) del aire que
sale de una cámara de flujo laminar (figura 23).

Figura 22- Filtros bacteriológicos descartables

Uso de agentes esterilizantes químicos

1- Oxido de etileno: el requisito esencial para un agente
químico esterilizante es que sea volátil, así como tóxico

Figura 23- Filtros para aire

para los microorganismos de manera que pueda ser fácil-
mente eliminado del objeto esterilizado luego del trata-
miento. Normalmente se usa el óxido de etileno, un líqui-
do que hierve a 10,7°C y se usa en la industria para este-
rilizar placas de Petri, jeringas y otros objetos de plástico
que se funden a temperaturas superiores a los 100°C.
Debido a su alto poder de penetración estos objetos se
empaquetan primero y luego se esterilizan. El óxido de
etileno actúa inactivando enzimas y otras proteínas con
grupos sulfhidrilos (R-SH) en reacción de alquilación
(R-S-CH

2
CH

2
O-H).

2- Glutaraldehído: una solución acuosa al 2% presenta
amplia actividad antimicrobiana. Es efectivo frente a vi-
rus, células vegetativas y esporas de bacterias y hongos.
Se usa en medicina para esterilizar instrumentos ópticos
y otros.
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Preguntas de repaso

1) ¿Cómo determinaría el efecto de la temperatura en el
crecimiento de un microorganismo de interés?

2) ¿Por qué los factores del ambiente no actúan solos?
Cite ejemplos de potenciación de efectos por acción
de dos o más factores.

3) Señale algún microorganismo anaerobio y ¿cómo tra-
bajaría con él?

4) ¿Cómo emplea las radiaciones en la práctica del labo-
ratorio?

5) ¿Cómo verificaría que la cámara de siembra de flujo
laminar está estéril?

6) ¿Cómo desinfecta su mesada?
7) Diferencias entre sustancias que actúan como antisép-

ticos y como agentes quimioterapéuticos. Ejemplos de
ambos tipos de sustancias
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Figura 1- Análisis de ADN
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En general, el contenido de G+C de las cepas de una
misma especie es bastante constante. Si dos organismos
difieren en más del 10% en su contenido de G+C, sus
genomas presentan secuencias de bases diferentes.

Este método debe complementarse con otros que evalúan los
caracteres que apoyan a la taxonomía clásica, ya que aun con
contenidos de bases similares, las secuencias de las bases
pueden ser diferentes. A la inversa, Staphylococcus presenta
un contenido de G+C de 30-38% y Micrococcus de 64 al 75%,
sin embargo estos géneros de cocos Gram positivos tienen
muchas características en común.

Hibridación de ácidos nucleicos, es la otra técnica muy
empleada en los estudios taxonómicos. Si una mezcla de
ADN monocatenario se enfría y se mantiene unos 25ºC
debajo de la Tm, las cadenas con secuencias comple-
mentarias se reasociarán para formar una ADN de doble
cadena estable, mientras que las cadenas no complemen-
tarias permanecerán sin aparearse. La incubación a
10-15ºC por debajo de la Tm permite que se formen híbri-
dos sólo con cadenas prácticamente idénticas. Se em-
plean segmentos de ADN monocatenario radiactivos, de
modo que luego de la hibridación se mide la radiactividad
resultante que se expresa como % de la lograda con el
ADN de referencia (100%).

Se considera que dos cepas cuyos ADN muestran al me-
nos un 70% de similitud bajo condiciones de hibridación
óptimas y menos de un 5% de diferencias en su Tm, son
miembros de la misma especie. Estos criterios van cam-
biando a medida que las técnicas se  perfeccionan.

Para organismos no tan relacionados se emplea la hibri-
dación del ARN (ribosomal o de transferencia, radiactivo)
con ADN. Se usan los ARN ya que los genes que codifi-
can a estas moléculas no han evolucionado tan rápida-
mente  como la mayoría de los genes microbianos.

Secuenciación de los ácidos nucleicos: las estructu-
ras genómicas se comparan en la actualidad mediante la
secuenciación del ADN y el ARN. La mayor atención se
ha focalizado en la secuenciación de fracciones conser-
vadas del ARN, como la 5S y 16S, aislados de las subuni-
dades 50S y 30S de los ribosomas bacterianos.

Cuadro 7- Contenido de G+C en organismos

Animales y plantas superiores 30-50% (promedio 40%)

Microorganismos eucariotas: muy variable

Algas 38-79
Protozoos 20-60
Mohos mucosos 20-40
Hongos 30-66

Procariotas: 25-80
Actinomyces 59-73
Bacillus 32-62
Escherichia 48-52
Pseudomonas 58-70
Salmonella 50-53
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NOTA: La pasteurización no es procedimiento de es-

terilización, pero se emplea mucho en leche, manteca y
ciertas bebidas alcohólicas (cerveza, vino) que se some-
ten a tratamientos de calor controlado que sólo matan a
ciertos tipos de microorganismos y no a todos. La leche
pasteurizada queda libre de patógenos y de células via-
bles. Resisten los esporulados y los termófilos. Se usa
Mycobacterium tuberculosis como microorganismo test a
los efectos de evidenciar buena pasteurización. Este es
uno de los microorganismos patógenos más resistentes
en la leche y se destruye en 15 minutos a 60°C.

Se usan 63°C durante 30’ ó 72°C durante 15 segun-

dos (pasteurización rápida), luego la leche se enfría rá-
pidamente.

Calor seco (para materiales sólidos estables al
calor)
Horno Pasteur: para materiales de vidrio y otros sólidos
estables al calor (arena, suelos, rastrojos, etc). Para ma-
teriales de vidrio de laboratorio se consideran suficientes
dos horas a 160-180°C. Los materiales (pipetas, vasos,
cajas de Petri) deben envolverse de a grupos para evitar
su recontaminación.

Incineración: Las ansas, puntas de bisturí, varillas de vi-
drio, etc. se calientan a la llama de mecheros Bunsen. Se
puede sumergirlos previamente en alcohol. Se coloca pri-
mero la pieza en el cono amarillo y luego lentamente en el
azul (mayor poder calorífico). Se enfría cerca de la llama
antes de su uso.

Preparación del material para esterilizar: Un requisito
indispensable en los laboratorios de Microbiología es que
los materiales y medios de cultivo utilizados estén estéri-
les y protegidos adecuadamente para conservar la esteri-
lidad durante su almacenamiento. En la esterilización por
calor húmedo es necesario envolver los objetos en un
material que permita el paso del vapor de agua y que ade-
más los proteja posteriormente de la contaminación am-
biental (papel de aluminio).

Bajas temperaturas
Si bien el metabolismo microbiano está inhibido debajo
de 0°C, estas temperaturas no matan a los microorganis-

mos, sino que pueden conservarlos durante largos perío-
dos de tiempo. Se usa para conservar microorganismos
indefinidamente. Los cultivos se conservan congelados a
-70°C o en recipientes con nitrógeno líquido a -196°C. La
mezcla con 30-50% de glicerol, baja el punto de congela-
miento de los cultivos y evita mortandad.

Esterilización por radiaciones

A- Ionizantes
Rayos gama: tienen mucha energía y son emitidos por
ciertos isótopos radiactivos como es el cobalto (60Co), pero
son difíciles de controlar ya que este isótopo emite cons-
tantemente rayos gama en todas direcciones. Los mate-
riales se pueden empaquetar y luego esterilizar.

Rayos catódicos (haz de electrones): se usan para este-
rilizar material quirúrgico, medicamentos y otros materia-
les. Las radiaciones penetran las envolturas y actúan a
temperatura ambiente.

B- No ionizantes
Luz ultravioleta: La porción UV del espectro incluye a
radiaciones desde 15 a 390nm. Las radiaciones con lon-
gitudes de onda de 265nm son las de mayor efecto bacte-
ricida (200-295nm). Se usan en cámaras de siembra, en
cámaras de flujo laminar y para tratar superficies conta-
minadas en industrias de alimentos y leche. Posee poca
capacidad para penetrar la materia por lo que sólo los
microorganismos que se encuentran en la superficie de
los objetos son susceptibles de ser destruidos.

Esterilización por filtración

Algunos materiales como los líquidos biológicos (suero
de animales, soluciones de enzimas, algunas vitaminas y
antibióticos) son termolábiles. Cuando no se puede usar
las radiaciones, se procede a la filtración a través de fil-
tros capaces de retener a los microorganismos, por el
pequeño tamaño de los poros del filtro y en parte por la
adsorción a las paredes del poro debido a la carga eléctri-
ca del mismo y de los microorganismos. No se puede te-
ner certeza de retener a los virus.
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En los estudios de evolución y parentesco microbianos se
analizan mucho los ARN ribosomales ya que se encuen-
tran en todos los organismos, su rol es también similar y
su estructura se modifica muy lentamente debido precisa-
mente a la importante función que desempeñan. Como
contienen secuencias estables y variables, es posible com-
parar tanto microorganismos estrechamente relacionados
como aquellos más alejados filogenéticamente.

La metodología escapa a los límites del texto pero incluye
ruptura del ARN marcado con elementos radioactivos con
ayuda de ribonuclasa, en fragmentos pequeños que se
separan y secuencian por su composición en oligonucleó-
tidos, que se comparan con ayuda de programas de com-
putación y se calculan los coeficientes de asociación.

También se fabrica el ADN complementario con ayuda de
la transcriptasa inversa. Mediante la reacción en cadena
de la polimerasa (PCR) se amplifica ese ADN y se se-
cuencia. Finalmente se deduce la secuencia del ARNr a
partir de los resultados.

Actualmente la técnica está muy evolucionada y se han
secuenciado genomas bacterianos completos como los
de Haemophilus influenzae y Micoplasma genitalium.

El del primero contiene 1.743 genes en 1.830.137 pares
de bases y es mucho mayor que el genoma de un virus.

Filogenia bacteriana

La taxonomía bacteriana evoluciona muy rápidamente con
los conocimientos sobre la biología de las bacterias, la
aplicación de métodos moleculares al estudio de las rela-
ciones filogenéticas entre grupos bacterianos, ayudados
con importantes aplicaciones de las técnicas de la infor-
mática. El cuadro 8 resumen estos avances y el cuadro 9
presenta algunos de los segmentos de ácidos nucleicos
empleados en estos estudios y la metodología aplicada.

Se considera que la similitud en moléculas implica simili-
tud en los genes. Cuanto más reciente es el ancestro co-
mún, se encuentra mayor similitud y relaciones entre los
microorganismos según la similitud en los genes. Se em-
plean técnicas de hibridación ADN-ADN y de compara-
ción de genes específicos.

Cuadro 8- Filogenia bacteriana

* Es un método de clasificación que además plan-
tea una hipótesis de evolución (determina relacio-
nes de parentesco entre las especies)

* Compara secuencias de moléculas (cronómetros
evolutivos) y establece las diferencias entre ellas

* Propiedades de un buen cronómetro evolutivo:
- distribución universal en toda forma de vida

celular
- igual función en todos los organismos
- cumplir una función celular central (replicación,

transcripción, traducción)
- secuencia altamente conservada para distancias

evolutivas grandes
- ausencia de transferencia horizontal (poco pro-

bable para funciones centrales)
- cantidad de información suficiente (ser suficien-

temente grande)

Cuadro 9- Segmentos de  ARN en procariotas
usados en estudios filogenéticos

Nombre Tamaño Ubicación

(nucleótidos)

5S 120 Subunidad mayor  del ribosoma
16S 1500 Subunidad menor
23S 2900 Subunidad mayor

Secuencias de 16SrARN

Estructura primaria: mosaico de dominios que varían
en términos del grado de conservación de la secuencia
primaria de nucleótidos.
- Dominios de conservación universal
- Dominios de nivel intermedio de conservación, con cam-

bios de secuencia, pero con conservación de la estructu-
ra secundaria

- Regiones altamente variables

Estructura secundaria:

similar en todos los organismos
acotada por su función
síntesis de proteínas: función ancestral

Metodología

– transcriptasa reversa
– PCR

– Secuencias de 16SrARN
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Cuadro 12- Métodos de esterilización

Métodos físicos

Calor

� calor seco, en hornos, hornos o estufas con aire
caliente a 160-180ºC por dos horas

� calor húmedo, en autoclaves, a 115-120ºC
(1 atmósfera de sobrepresión) por 20 minutos

Filtración: láminas de asbesto, filtros bacteriológi-
cos (0,22-0,45 µ), filtros para aire
Radiaciones

� no ionizantes: rayos ultravioleta: lámparas para
cámaras de siembra

� ionizantes: rayos gamma, rayos X y rayos cós-
micos (electrones de alta energía)

Métodos químicos

Gases, ejemplo: óxido de etileno, que pasa de líqui-
do a vapor en autoclave (poco empleado por su alta
toxicidad)

Efectos del ambiente en la esterilización

Temperatura: a mayor temperatura, mayor acción letal.
La alta temperatura combinada con alto grado de hume-
dad es uno de los métodos más efectivos para destruir
microorganismos. El calor húmedo mata a los micoorga-
nismos porque coagula sus proteínas y otras macromolé-
culas y es más rápido y efectivo que el calor seco que los
destruye al oxidar a sus constituyentes químicos. Así, las
esporas de Clostridium botulinum son destruidas entre 4
a 20 minutos a 120°C con calor húmedo, mientras que se
necesitan alrededor de 2 horas de exposición al calor seco.

Tipo de microorganismo: las células vegetativas en de-
sarrollo son mucho más susceptibles que las esporas.

Ambiente: el calor es más eficaz en medios ácidos que
en alcalino. La consistencia del material, acuoso o visco-
so, influye en la penetración del agente. Las concentra-
ciones altas de hidratos de carbono aumentan, por lo ge-
neral, la resistencia térmica de los organismos. La pre-
sencia de materia orgánica extraña reduce notablemente
la eficacia de los agentes químicos antimicrobianos por
inactivarlos a por proteger al microorganismo.

Empleo de distintas procedimientos de
esterilización

Altas temperaturas
Calor húmedo en autoclave
 El calor en forma de vapor en saturación y a presión es el
agente más práctico para esterilizar ya que el vapor a pre-
sión proporciona temperaturas superiores a las que se
obtienen a presión normal. Los autoclaves (figura 21) son
recipientes herméticamente cerrados donde se regula la
presión y el tiempo. En general su emplean a una presión
de vapor de una atmósfera por encima de la atmosférica,
lo que corresponde a una temperatura de 120°C. Para
volúmenes pequeños se usan 20 minutos, si éstos son
mayores se alarga el tiempo de exposición.

No se pueden esterilizar en autoclave: sustancias que no se
disuelven en agua ya que el vapor no las alcanza, ni sustan-
cias termolábiles (muchas proteínas, vitaminas, algunos hi-
dratos de carbono), destruidas a altas temperaturas.

Tindalización: se usa cuando las sustancias no pueden
calentarse por encima de 100°C. Se calienta el material
(leche, por ejemplo) por media hora durante 3 días con-
secutivos Las esporas germinarán en la incubación y en
la siguiente exposición al calor las células vegetativas re-
sultantes serán destruidas. Es uno de los métodos más
antiguos de esterilización.

Figura 21- Autoclave
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El cuadro 10 resume algunas de las estructuras y/o fun-
ciones que se emplean en estudios filogenéticos dada su
estabilidad genética y el cuadro 11 presenta las ventajas
del análisis de la fracción 16S del r ARN.

Cuadro 10- Propiedades definidas genéticamente
que han cambiado poco en bacterias

• Estructura de la pared celular: peptidoglicano pre-
sente solamente en bacterias  coherentes filo-
genéticamente

• Lípidos de membrana (esteres o éteres)
• Fotosíntesis oxigénica: solo en Cianobacterias
• Metanogénesis: todas estas bacterias pertene-

cen a uno de los 4 linajes dentro de Archaea

• Originaron organismos no metanogénicos, pero
el proceso surgió una sola vez

Arboles filogenéticos

Las relaciones filogenéticas se representan en diagramas
ramificados o árboles, que son gráficos compuestos por
ramas que se conectan en nudos (unidades taxonómicas
como especies o géneros). Puede presentar raíz o estar
desprovista de ella (figura 2). Los sin raíz representan sim-
plemente relaciones evolutivas pero no brinda datos de
vías evolutivas.

La figura 2a (Prescott et al., 1999) muestra que el micro-
organismo A está más relacionado con C que con D y B,
pero no da datos sobre un ancestro común ni direcciones
de cambio. En b se muestra un árbol con raíz que presen-
ta un nudo que sirve de antecesor común y muestra el
desarrollo de las cuatro especies desde esta raíz.

Una pregunta que surgió tempranamente en estudios
filogenéticos es por qué existen tantas diferencias entre
los organismos procariotes (cuadro12).

Algunas explicaciones se basan en el hecho de que son
los organismos más ancestrales, son muy ubicuistas, se
encuentran en ambientes extremos, son parásitos o sim-
biontes de todos los Eukarya y representan la mayor di-
versidad de seres vivos, biodiversidad que aun no está
completamente explorada.

Cuadro 11- Caracteres que confirman el árbol
universal construido a partir del gen de la fracción

16S de la subunidad menor del rARN

• Principales características diferenciales entre
dominios Bacteria, Archae y Eukarya

• Características de los procariotas actuales más
cercanos al ancestro relacionadas con las con-
diciones fisicoquímicas en el origen de la vida

• Características de los Eukarya más cercanos a
los procariotas: Giardia y Microspiridia

• Secuencias de otras moléculas, especialmen-
te las ligadas a la replicación, transcripción y
traducción.

Entre los Archaea se encuentran los termófilos extremos
(incluidos termófilos acidófilos), los sulfatorreductores,
metanogénicos y halófitos extremos.

Figura 2- Arboles filogenéticos. a) sin raíz que une
4 unidades taxonómicas y b) con raíz
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Cuadro 12- Comparación entre Bacterias, Archaea y Eucarya

Característica Bacteria Archaea Eucarya

Peptidoglicano si no no
Lípidos de la membrana Enlaces éster Enlaces eter Enlaces éster
Ribososmas +ARN iniciador 70S 70S 80S

formilmetionina metionina metionina
Intrones en ARNt no si si
ARN polimerasa Una (4 subunidades) Varias (8-12 subunidades) Tres (12-14 sub-

unidades)
Ribosoma sensible a:
Toxina diftérica No Sensible Sensible
Cloranfenicol Sensible No No
Kanamicina ” ” ”
Estreptomicina ” ” ”

Otras aproximaciones taxonómicas

La taxonomía numérica, es empleada desde 1957 para
efectuar agrupamientos entre vegetales, animales y se ex-
tendió rápidamente al estudio de las bacterias y se carac-
teriza por:

• La agrupación de unidades taxonómicas o taxones por
métodos numéricos

• Se basa en la determinación de un gran número de
caracteres, todos ellos con el mismo peso relativo:
flagelos, tipos de colonias, velocidad de crecimiento,
pigmentos

• La similitud es función de la proporción de caracteres
comunes

Ejemplo de aplicación de la taxonomía numérica en la
comparación de dos cepas bacterianas por caracteres
fenotípicos (determinación de un gran número de ellos).

Se determina el coeficiente de semejanza =     a + d
                                                          a + b + c  + d

a: número de caracteres positivos en ambas cepas
b: número de caracteres positivos sólo en cepa 1
c: número de caracteres positivos sólo en cepa 2
d: número de caracteres negativos en ambas cepas

Otra aproximación más moderna es la taxonomía polifá-

sica que busca el consenso en la integración de distintos
tipos de caracteres:

* Fenotípicos: - clásicos (igual que en taxonomía
clásica)

- marcadores quimiotaxonómicos (perfil
de ácidos grasos, de proteínas, etc.)

* Genotípicos: - clásicos: %  G+C,  hibridación
DNA-DNA

- nuevos: perfiles moleculares por res-
tricción o por amplificación

* Filogenéticos: basados en el reconocimiento del gen
del fragmento 16S del  rARN

Marcadores taxoquímicos: La detección y cuantificación
de numerosas moléculas presentes en los microorganis-
mos se han empleado mucho en estudios taxonómicos y
filogenéticos a pesar de que requieren análisis químicos
con equipamiento especializado, no son universales, pero
resultan muy útiles dentro de algunos grupos y presentan
alto grado de discriminación.

Estas moléculas están presentes en distintas estructuras
celulares, como son:
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* pared: la molécula del peptidoglicano se encuentra
presente en todas las bacterias excepto los  grupos
Planctomyces y Mycoplamas

* membrana externa de la pared procariota: el análisis de
sus  lipopolisacáridos es muy usado en la actualidad

* membrana citoplasmatica: los ácidos grasos, acidos
micólicos presentes en un grupo de bacterias Gram
positivas (Actinomicetes), los pigmentos carotenoides
de las  bacterias fototrofas anoxigénicas

* cadena de transporte electronico: citocromos, quinonas
* sistema fotosintetico: bacterioclorofilas
* citoplasma: poliaminas en bacterias metanogénicas y

Gram negativas, perfil proteico, perfil enzimático (multi-

locus).

En resumen: se han planteado algunas de las dificultades
encontradas en el desarrollo de un árbol filogenético univer-
sal. Los mejores resultados se obtendrán si se emplean to-
dos los datos posibles, tanto moleculares como fenotípicos,
para el análisis (ejemplo en la taxonomía polifásica). La ma-

yoría de los microbiólogos emplean árboles derivados de
análisis de secuencias de la fracción 16S del ARN ribosomal.
Pero es necesario tener en cuenta que estos árboles pueden
cambiar a medida que se realicen y analicen nuevos datos.

Apéndice

La última edición del Manual Bergey
Ha habido un progreso considerable en el dominio de la
taxonomía bacteriana desde 1984, fecha de la publica-
ción del primer volumen del Bergey´s Manual of Systema-

tic Bacteriology. El número de especies  descriptas se ha
duplicado y hay más de 170 géneros nuevos, gracias a la
secuenciación del ARN ribosomal, del ADN y de las pro-
teínas.

La segunda edición del Manual Bergey  (2001) es funda-
mentalmente filogenética en lugar de fénica (figura 3 y
resumen en cuadro 13) (Prescott et al., 1999).

Figura 3- Filogenia en Eubacteria: árbol basado en comparaciones del segmento 16S del ARN ribosomal
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Cuadro 13- Esquema de la organización del
Bergey Manual of Systematic Bacteriology (2001)

Rango taxonómico y Sección Géneros representativos

Volumen 1: Archaea, Cianobacterias,
Protótrofos y géneros muy ramificados
Archaea, reino: Crenarchacota
13 Secciones. Algunas de ellas:
Metanógenos Methanobacteruim
Halobacterias Halobactium, Halococcus
Géneros muy ramificados
Eubacterias
Sección XIII: Prochloron y Cianobacterias Prochloron, Oscillatoria, Anabaena,

Nostoc
Sección XIV: Chlorobia Chlorobium.

Volumen 2: Proteobacterias
Reino: Proteobacteria Rhodospirillum, Rickettsia, Cualo-

bacter, Rhizobium,
Sección XV: α-Proteobacteria Nitrobacter, Methylobacterium,

Beijerinckia,Hyphomicrobium.
Sección XVI: β-Proteobacteria Neisseria, Burckholderia, Alcalige-

nes, Nitrosomonas, Thibacillus.
Sección XVII: γ-Proteobacteria Chromatium, Leucothrix, Pseudo-

monas, Azotobacter
Vibrio, Escherichia, Klebsiella,
Proteus, Salmonella, Shigella,
Yersinia, Haemophilus.

Sección XVIII: ∆-Proteobacteria Desulfovibrio, Bdellovibrio, Myxoc-
cus, Heliobacter.

Sección XIX: ¤- Proteobacteria Campylobacter, Helicobacter.

Volumen 3: Grampositivas de bajo
contenido en G*C
Sección XX: Clostridia y afines Clostridium, Eubacterium, Desul-

fotomaculum,
Veinonella,Haloanaerobium.

Sección XXI: Mollicutes Micoplasma, Ureaplasma, Spiro-
plasma.

Sección XXII: Bacillus y Lactobacillus Bacillus, Thermoactinomyces,
Lactobacillus,
Streptococus, Enterococcus,
Listeria, Staphylococcus.

Volumen 4: Grampositivos con alto
contenido en G+C
Sección XXIII: Clase Actinobacteria Actinomyces, Micrococcus, Arthro-

bacter,
Corynobacterium, Mycobacterium,
Nocardia,
Actinoplanes, Propionibacterium,
Streptomyces, Frankia, Bifidobac-
terium, Thermomonospora.

Volumen 5: Plantomicetos, Planctomyces, Chlamydia
Espiroquetas, Fibrobacter,
Bacteroides y Fusobacterias
Sección XXIV: Planctomicetes,
Clamidias y afines
Sección XXV: Espiroquetas Spirochaeta, Borrelia, Leptospira
Sección XXVI: Fibrobacter Fibrobacter
Sección XXVII: Bacteroides Bacteroirdes, Porphyromonas,

Prevotella
Sección XXVIII: Flavobacterias Flavobacterium
Sección XXIX: Esfingobacterias, Sphingobacterium, Flexibacter,
Flexibacterias y Cytophaga Cytophaga

Sección XXX: Fusobacterias Fusobacterium.

Los 5 tomos presentan mucha información ecológica y
las especies patógenas se encuentras dispersas en los 5
volúmenes, en un ordenamiento filogenético. Un breve
resumen incluye:

Volumen 1: Archaea, cianobacterias, prototrófos verdes
y géneros muy ramificados.

Volumen 2: Proteobacterias
Volumen 3: Gram positivos con bajo contenido en

G + C
Volumen 4: Gram  positivos con alto contenido de

G + C
Volumen 5: Plantomicetes, Espiroquetas, Fibrobacter,

Bacteroides, y Fusobacterias.

Se incluye también en este volumen una sección que ac-
tualiza las descripciones y las relaciones filogenéticas re-
visadas desde la publicación del volumen 1.

Bibliografía

ASM Methods for General and Molecular Bacterio-

logy, 1994.
Madigan, Martinko y Parker. Brock, Biología de los

microorganismos, 2000. Prentice Hall International.
Bergey´s Manual of Systematic Bacteriology, 2001.
Prescott, Harley y Klein, Microbiología, 1999 McGraw-

Hill. Interamericana.
The prokaryotes, 2nd ed. 1992.

Preguntas de repaso

1) Resuma las ventajas de emplear las características
morfológicas, fisiológicas/metabólicas, ecológicas,
genéticas y moleculares, en la clasificación e iden-
tificación.

2) Se le presenta el caso de dilucidar si dos aislamientos
de bacterias aisladas de nódulos de trébol son de la
misma especie. ¿Qué caracteres les determinaría?
¿En qué momento usaría estudios de su ADN?

3) Conceptos de: taxonomía y filogenia.
4) ¿Qué se entiende por caracteres morfológicos?

¿Resultan más útiles en estudios taxonómicos de
bacterias o de hongos? ¿Por qué?
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Rol en el suelo
No es bien conocido: se los considera como organismos
glucofílicos relacionados a la materia orgánica poco trans-
formada, utilizan nitratos y azúcares simples u oligosacá-
ridos, pero son incapaces de degradar glúcidos comple-
jos, tal vez con excepción de las pectinas. Las levaduras
del género Lipomyces parecen una excepción ya que pue-
den desarrollarse a débiles dosis de nitrógeno, con lo que
pueden degradar mucho más carbono orgánico, y pare-
cen favorecidas por ácidos húmicos. En la naturaleza se
las encuentra frecuentemente asociadas a bacterias fija-
doras de N

2
 aerobias, sobre las que ejercen efecto esti-

mulante.

Bibliografía

Dommergues, Y. y F. Mangenot, Ecologie Microbienne

du Sol, 1970, Masson & Cie. París.
Frioni, L. Procesos Microbianos, 1999 Fundación de la

Universidad Nacional de Río Cuarto, Argentina.
Madigan, Martinko y Parker. Brock, Biology of Microor-

ganisms 2000 Prentice Hall International.
Prescott-Harley-Klein, Microbiología, 1999 Mc Graw-Hill

Interamericana.
www.fagro.edu.uy/microbiología/protistas superiores

Preguntas de repaso

1) Señale algunas importantes funciones que llevan
a cabo las algas en los ecosistemas naturales.

2) Idem para los protozoos.
3) Idem para los hongos.
4) Relaciones de los hongos con la materia orgáni-

ca.
5) Aplicaciones biotecnológicas de los hongos.
6) Usos de las levaduras por el hombre.
7) ¿Cómo serían las relaciones evolutivas entre los

protistas eucariotas?
8) ¿Cuál es el organelo considerado clave en la evo-

lución?
9) ¿Cómo cultivaría algas a gran escala?

10) ¿Cómo lo haría con protozoos?
11) ¿Y con hongos?

Figura 7- Células de levaduras gemando (seudomicelio)
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5) Señale dos o tres caracteres fisiológicos o bioquímicos
que aplicaría en el estudios de bacterias lácticas.

6) ¿Por qué se usan fragmentos de ARN en estudios filo-
genéticos?

7) ¿Qué importantes herramientas se emplean en estos
estudios de análisis de ácidos nucleicos?

8) ¿Por qué el concepto de especie resulta algo flexible
en el caso de bacterias?
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del verano y los extremos de temperatura del invierno los
afectan.

La materia orgánica fluctúa con la estación, es más abun-
dante en otoño, el recuento tiende a ser alto en esta épo-
ca y en primavera y declina en períodos secos del vera-
no, aunque algunas localidades pueden tener ocasional-
mente comunidades activas en verano. La acción de los
hongos es baja en regiones con inviernos fríos.

La cubierta vegetal afecta cuali y cuantitativamente a la
ficoflora, algunas especies están asociadas a ciertas co-
munidades vegetales, mientras que otras no parecen afec-
tadas por ellas.

Levaduras

Si bien el término levadura no tiene significado taxonómi-
co, es muy empleado para designar a aquellos hongos de
estructura unicelular y que se reproducen por fisión bina-
ria o gemación. Los géneros más encontrados en el suelo
son: Cándida, Hansenula, Lipomyces, Pichia, Pullularia,

Rhodotorula, Saccharomyces, Sporobolomyces, Torula,

Zygosaccharomyces. (figura 7).

Ciertas cepas tolerantes a altos niveles de azúcares, ca-
paces de realizar activas fermentaciones, se describieron
en el suelo, pero no parecen ser habitantes normales, sino
que llegan a él con frutos y restos vegetales. Generalmente
se describen poblaciones de 103/g en áreas templadas, pero
no es posible correlacionar su número con características
climáticas o de suelo, y su rol en las transformaciones de
la materia orgánica o mineral no está definido.

Muchas levaduras realizan fermentación alcohólica de
azúcares y han sido empleados desde la antigüedad
por el hombre. Pertenecen a las tres clases de hongos
superiores: Ascomycetes, Basidiomycetes y Deute-

romycetes.

Saccharomyces cerevisiae, principal agente de la fermen-
tación alcohólica, es una levadura ascomicete. En cierto
estado de su desarrollo la gemación cesa y la célula ve-
getativa se transforma en un asco, cada una con 4 ascos-

poras. La formación del zigote tiene lugar en un momento
particular de su ciclo de vida, inmediatamente después
de la germinación de las ascosporas haploides: pares de
éstas se fusionan para formar células vegetativas diploi-
des. El estado diploide se mantiene en todo período de
desarrollo vegetativo y la meiosis ocurre inmediatamente
antes de la formación de las ascosporas.

Otras levaduras ascomicetes forman zigotes por fusión
entre células vegetativas inmediatamente antes de la for-
mación de ascosporas, que al germinar dan lugar a la pro-
genie vegetativa haploide.

Levaduras del género Sporobolomyces forman basidios-
poras y en este caso toda la célula vegetativa se transfor-
ma en un basidio. La descarga de basidiosporas es un
proceso violento, y las colonias se detectan rápidamente
en cajas incubadas en posición invertida, la tapa de la
caja se cubre con las esporas descargadas formando una
imagen como el espejo de la colonia sobre el agar.

La mayoría de las levaduras del suelo se multiplican sola-
mente por gemación: Cándida, Cryptococcus, Rhodoto-

rula, Torulopsis, Trichosporon. Son poco numerosas en el
suelo y para ponerlas en evidencia es necesario emplear
técnicas de enriquecimiento en medios selectivos
(103-104/g). Son abundantes en suelos con vid, llegan a
ellos desde la superficie de frutos (especies activamente
fermentadoras) y pueden subsistir poco tiempo en el sue-
lo, excepto las ascosporas más resistentes.

Las levaduras típicas del suelo serían especies distintas
a las epifitas, pero se conoce poco sobre sus fluctuacio-
nes y su repartición; se sabe que son abundantes en sue-
los ricos en materia orgánica fresca o poco descompues-
ta, y también en los mantillos forestales. En suelos turbo-
sos pueden representar hasta un 50% de la población to-
tal (entre 20 y 50 cm de profundidad). Se explica esta dis-
tribución por la aptitud a desarrollarse en anaerobiosis
(cuando fermentan).

El efecto de la vegetación se manifiesta del punto de vista
cuali y cuantitativo; ciertos especies estimulan preferen-
cialmente a algunos géneros, la rizosfera es también un
ambiente favorable a su multiplicación.
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7 Los protistas superiores

Este grupo comprende a un conjunto muy diverso de or-
ganismos cuyo estudio ha sido abordado por distintas dis-
ciplinas: Ficología, Micología y Protozoología. Esta diver-
sificación se explica por el hecho de que los botánicos
reconocieron a las algas y a los hongos como plantas y
los zoólogos a los protozoos como animales. La caracte-
rística común es la presencia de célula eucariota, son por
lo tanto microorganismos eucariotas.

Actualmente se reconocen como microorganismos, orga-
nismos muy simples, que han permanecido a través de la
evolución adaptándose a las condiciones modernas. Los
representantes más especializados, como un alga de mar,
un ciliado, un moho, pueden ser asignados rápidamente
a las algas, protozoos y a los hongos, respectivamente.
Sin embargo, existen numerosos protistas superiores in-
cluidos arbitrariamente en algún grupo, como el caso del
género Euglena, ubicado entre las algas y los protozoos.

En términos generales:
Las algas pueden definirse como organismos con foto-
síntesis oxigénica y que poseen cloroplastos. Pueden ser
unicelulares, filamentosas o cenocíticas, algunas poseen
aspecto de planta debido al extensivo desarrollo multice-
lular, pero no se diferencian en tejidos ni órganos; por lo
general la especialización celular se da en el caso de la
reproducción. No deben confundirse con las cianobacte-
rias, que también realizan fotosíntesis oxigénica, pero que
son bacterias y evolucionaron como ellas.

Los protozoos y los hongos son organismos no fotosin-
téticos y la diferencia entre ellos es de carácter estructural;
los protozoos son predominantemente unicelulares y los

hongos, sobre todo cenocíticos, se desarrollan dando ori-
gen a una estructura filamentosa y ramificada, el micelio.

El cloroplasto es el organelo clave en las relaciones en-
tre los tres grupos. Se puede perder irreversiblemente,
dando origen a las algas incoloras o leucocitos, que se
desarrollan con nutrientes minerales simples, a la luz.  Así,
a partir de algas unicelulares, es fácil distinguir formas
que dependen de procesos fermentativos o respiratorios
para su nutrición, como los protozoos.

La separación es muy marcada entre algas y protozoos en
estructura celular y fisiología, pero a los evolucionistas les
resulta más difícil vincular a los protozoos con los hongos:
los primeros son uniformemente unicelulares y móviles y
los hongos predominantemente cenocíticos e inmóviles, y
su hábitat fundamental es el suelo. No obstante, es nece-
sario recordar que las formas primitivas son acuáticas y
poseen esporas flageladas (zoosporas). Para los hongos
del suelo, el viento es la principal forma de propagación.

Las algas

El suelo no es un hábitat óptimo para las algas (figura 1),
que prefieren los ambientes acuáticos. Sin embargo, la
ficoflora terrestre está integrada por numerosas especies
unicelulares y filamentosas, cuya distribución está ligada
a tipos pedológicos y a la cubierta vegetal. En condicio-
nes extremas, estos productores primarios (PP) de
materia orgánica pueden desempeñar un rol fundamen-
tal. La taxonomía que se emplea es la de los botánicos
(Talofitas) y se basa en propiedades celulares:
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� predatores:   muchos hongos se nutren de protozoos,
otros hongos, nemátodos. La hifa penetra en la presa,
disminuyendo la movilidad, el hongo digiere el conteni-
do celular y asimila las sustancias liberadas. Estos hon-
gos participan en el equilibrio biológico del suelo, limi-
tando el tamaño y actividad de ciertos grupos.

Los hongos participan en la humificación, degradando
restos de animales y vegetales.  Contribuyen a la agrega-

ción del suelo; la penetración de sus hifas permite com-
pactar agregados, unir partículas.

Algunos forman asociaciones simbióticas con raíces de
vegetales (micorrizas) que favorecen la nutrición vegetal.

Ecología
Los factores ecológicos más importantes son: nivel y na-
turaleza de la materia orgánica, pH, fertilizantes orgáni-
cos y minerales, humedad, aereación, temperatura, pro-
fundidad, estación del año y cubierta vegetal.

El número de hongos filamentosos varía directamente con
el contenido de materia orgánica. El agregado de restos
vegetales estimula la población fúngica y altera la compo-
sicón de la flora; ciertos géneros se hacen dominantes:
Penicillum, Trichoderma, Aspergillus, Fasarium, Mucor.
Algunas especies mantienen su número alto por períodos
relativamente largos, en medios ácidos los hongos son la
microflora dominante cuando se agrega materia orgánica
y el nivel de nitrógeno es adecuado.

El pH es uno de los factores principales que gobiernan su
actividad y composición. Muchas especies se desarrollan
en amplio rango de pH, en medio de cultivo lo hacen des-
de pH 2-3 hasta 9,0 o superior. Dominan en ambientes
ácidos por falta de competencia de bacterias.  Algunas
especies son más sensibles a la acidez que el resto de la
comunidad y la acidificación del suelo puede ser un méto-
do de lucha, cuando se trata de hongos fitopatógenos.
Otros hongos prefieren la neutralidad o bien ambientes
alcalinos. El óptimo como grupo se sitúa en la vecindad
de pH 6.

Humedad: si ésta es excesiva y la difusión del oxígeno
está limitada, los hongos son los primeros perjudicados

(método también empleado en la lucha contra fitopatóge-
nos). Como se observa en el cuadro 4, en condiciones de
sequedad, las especies que pueden esporular, lo hacen y
la mayor proporción de estructuras fúngicas las constitu-
yen las esporas. La humedad favorece la germinación de
éstas y el desarrollo del micelio.

Aireación: algunas especies pueden desarrollarse a ba-
jos niveles de O

2
, pero en general un extremo de la hifa

accede al aire. Son aerobios y su dependencia frente a
este gas explica su mayor concentración en los primeros
centímetros del suelo y su ausencia en niveles inferiores
en suelos mal drenados, en barros y estuarios. Las espo-
ras pueden soportar largos períodos de inundación; al dre-
nar el suelo, los hongos retornan rápidamente a su posi-
ción de importancia.

Cuadro 4 - Cambios poblacionales de hongos en
suelo de pastura  a  varios niveles de humedad

hongos (10
3
/g)

esporas
H% total hifas esporas % del total

8,9 99 60 39 79
18,9 142 113 29 20
24,2 149 133 16 10
27,1 173 153 20 12

Temperatura: la mayoría son mesófilos, pero el desarro-
llo termófilo no es infrecuente. En el suelo los termófilos
son escasos, pero son abundantes cuando la temperatu-
ra asciende por respiraciones (compost).

Profundidad: en suelos cultivados, los hongos son más
abundantes en las capas superiores, pero pueden alcan-
zar gran densidad en los horizontes B de pasturas (más
de 1 m), siguiendo la concentración de la materia orgáni-
ca: son cepas adaptadas a bajas concentraciones de O

2

o altas de CO
2
. El efecto de la profundidad sobre la abun-

dancia y composición de la flora fúngica está asociado
con la concentración de materia orgánica y la composi-
ción de la atmósfera del suelo.

Estación del año: los meses cálidos de primavera son
usualmente benéficos pero el excesivo calor y sequedad
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Figura 1- Algas unicelulares y filamentosas

� naturaleza química de la pared, si está presente

� los materiales orgánicos de reserva

� la naturaleza de los pigmentos fotosintéticos

� la naturaleza y posición de los flagelos, en el caso
de algas  móviles

� estructuras reproductoras

El cuadro 1 muestra las divisiones de  las  algas.

Las divisiones no son equivalentes en lo relacionado al
rango de estructura de sus integrantes. Por ejemplo, Eugle-

nophyta consiste enteramente en organismos unicelula-
res organizados en colonias simples, mientras que las
Phaeophyta (algas pardas) son enteramente organismos

multicelulares, de aspecto de planta. El mayor y más va-
riado grupo es el de las algas verdes (Chlorophyta), de
los cuales se originaron probablemente las plantas, inclu-
ye organismos unicelulares y hasta multicelulares con
aspecto de vegetal.

Cuadro 1- Principales grupos de algas

Grupo Características de los pigmentos, pared celular, materiales

de reserva, nº y tipos de flagelos, organización celular

Chlorophyta

algas verdes clorofila a y b, celulosa, almidón, 2 flagelos, unicelulares
filamentosas, de gran tamaño

Euglenophyta

euglenoides a y b, sin pared, paramilón y grasas, 1, 2, 3  flagelos por
fotosintéticos célula, unicelulares

Phyrrophyta

dinoflagelados a y c  y carotenoides especiales, celulosa, almidón y aceites,
2 flagelos diferentes en forma y posición, la mayoría
unicelulares, pocas filamentosas

Chrysophyta

Algas amarillo- a+/-c y carotenoides especiales, 2 mitades superpuestas
verdosas, de  sílice, otras sin pared, aceites, 2 flagelos por célula,
diatomeas unicelulares, filamentosas, cenocíticas

Phaeophyta

algas pardas, a y c, carotenoides especiales, celulosa y algina, grasas y
dinoflagelados luminarina, 2 flagelos de distinta longitud, pluricelulares

Rhodophyta

algas rojas a, ficobilinas, celulosa, almidón, s/flagelos, unicelulares,
(Plantae) pluricelulares con forma de planta

Es muy extensa la laguna biológica que existe entre las
cianobacterias y las algas. En cambio, las plantas supe-
riores presentan relación con las algas verdes: la disposi-
ción específica de los pigmentos en el cloroplasto, las
paredes celulares con celulosa y la capacidad de almace-
nar almidón.

La mayoría de las algas multicelulares son inmóviles en
estado maduro. Sin embargo en su reproducción, frecuen-
temente se forman esporas móviles, ya sea asexuales
(zoosporas) o gametos, lo que revela su relación con al-
gún grupo particular de flagelados unicelulares.

Varias divisiones de algas poseen miembros unicelulares
inmóviles o que se desplazan por mecanismos diferentes
a los flagelos. Los desmidios, miembros de las Chloro-

phyta, presentan células grandes, aplanadas, con simetría
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Myxomycota
Subdivisiones: Myxomycotina: clases como Myxomyce-

tes, sin pared celular, cuerpo ameboide (plasmodios de
vida libre), masa multinuclear de protoplasma sin pare-
des definidas. Diploides, fructifican dando oosporas fla-
geladas en la meiosis. Parecidos a los protozoos con
nutrición holozoica.

Eumycota
Hongos verdaderos, con paredes de celulosa o quitina,
estructura típicamente filamentosa, algunos unicelulares.
Reproducción sexual o asexual, esporas sin flagelos. Se
distinguen las clases:

a. Chytridiomycetes: variedad de talos, células móviles
con un solo flagelo posterior tipo látigo, acuáticos,
parásitos.

b. Oomycetes: hongos con micelio cenocítico bien desa-
rrollado, cuyas células móviles poseen dos flagelos
dirigidos en direcciones opuestas: uno de tipo látigo y
el otro cepillo. Reproducción sexual: se forma una es-
pora de resistencia (oospora) a partir de la oósfera
fecundada, con pared celulósica. Parásitos y saprófi-
tos acuáticos.

c. Zygomycetes: hongos saprófitos o parásitos con mi-
celio cenocítico o septado bien desarrollado. Repro-
ducción sexual por fusión de gametangios generalmen-
te iguales que forma una espora de resistencia (zigos-
pora). No producen células móviles.

d. Trichomycetes: hongos con talo cenocítico filamento-
so simple o ramificado adherido al tracto digestivo y
cutícula externa de artrópodos vivos. Reproducción
asexual por variedad de esporas. Reproducción sexual
conocida como en los Zygomicetes.

e. Ascomycetes: hongos que forman esporas dentro de
estructuras especiales en forma de saco (asca) como
resultado de la cariogamia y meiosis. Las ascas se pre-
sentan libres o en fructificación más generalmente en
el tejido infectado.

f. Basidiomycetes: hongos que forman esporas resul-
tantes de cariogamia y meiosis sobre la superficie de
estructuras especiales llamadas basidios.

g. Deuteromycetes: grupo en el cual se coloca a los hon-
gos que por su estructura general y reproducción
asexual se parecen a los Ascomycetes, pero no se ha
observado el estado sexual. También llamado Fungi

imperfecti, incluyen a numerosas levaduras.

Función en el suelo
Los hongos son activos degradadores de sustratos

carbonados y su rol esencial es la mineralización de fuen-
tes complejas de carbono, atacando gran volumen de re-
siduos con poco nitrógeno. Predominan así en suelos
pobres, sobre restos vegetales frescos y sobre todo en
plantas maduras donde la C/N puede ser muy alta.

Según los sustratos que emplean se distinguen los:
� hongos glucofílicos, sobre todo al estado de esporas

con alto poder germinativo y rápido crecimiento. Son
los primeros en atacar sustratos frescos; cuando las frac-
ciones fácilmente atacadas se agotan, el hongo fructifi-
ca y permanece en estado de latencia (Mucorales, Pe-

nicillum).
� hongos que degradan la lignina, las fracciones más

resistentes, sobre todo Basidiomycetes

� patógenos verdaderos; sólo una fracción pequeña de
los hongos que crecen o sobreviven en el suelo, como
Fusarium, Phytium, Ophiobulus, Rhizoctonia, Sclero-

tium, Verticillum.

Hongos patógenos del hombre pueden llegar al suelo,
sobre todo  en la zona tropical y la infección se genera-
liza fácilmente en la población. Una técnica común para
detectarlos y aislarlos es colocar una hebra de cabello
estéril en el suelo, el hongo lo coloniza, pues emplea la
queratina.

10µ
Esporangiosporas

Zoosporas
Aplanosporas

Conidias Oidios Clamidospora Ascospora

Basidiospora

Zoosporangio Esporangio

Hifa
vegetativa

Esporangióforo

Conidióforo
Oidióforo

Asca
Basidiospora

100µ

Figura 6- Esporas  en hongos



107Microbiología: básica, ambiental y agrícola

bilateral. Las diatomeas (Chrysophyta) poseen paredes
orgánicas impregnadas con sílice, de arquitectura muy com-
pleja, con dos valvas superpuestas como las de una caja
de Petri. La división es longitudinal, cada célula hija retiene
la mitad de la vieja pared y sintetiza una nueva mitad.

A pesar de carecer de flagelos, estos organismos pueden
moverse lentamente sobre sustratos sólidos. El mecanis-
mo en los desmidios no se conoce y en las diatomeas la
locomoción se realiza por modificación del movimiento
ameboide. Poseen un orificio en la pared, el rafe, a través
del cual el protoplasma se adhiere al sustrato, empujando
a la célula. Grandes depósitos de paredes de diatomeas
se han acumulado y se usan como abrasivos y en filtros.

Distribución de las algas
La mayoría son organismos acuáticos, en donde habitan
en vida libre o asociadas simbióticamente con invertebra-
dos, como esponjas, corales, larvas, en cuyas células cre-
cen. En el suelo, su número es inferior al de las bacterias,
actinomicetes u hongos. Es precisamente su bajo núme-
ro, su nutrición autotrófica y su dependencia frente a la
luz, humedad y nutrientes minerales, que hicieron pensar
a los microbiólogos que su rol en los ecosistemas agríco-
las no era muy significativo.

Su desarrollo es visible a simple vista en la superficie de
suelos vírgenes o cultivados y su aislamiento es sencillo
en medio líquido, con sales minerales, a la luz. El enri-
quecimiento se puede seguir por el color de los pigmen-
tos. Los recuentos en suelos superficiales pueden variar
desde algunos miles a millones/gramo (biomasa entre 20-
40 kg/ha). Valores más altos se encuentran por períodos
breves, luego de una lluvia.

Nutrición
� fototrófas, la fotosíntesis es el mecanismo principal de

obtención de energía. Algunas especies requieren vita-
minas y en la naturaleza son las bacterias las que pro-
veen estos factores de crecimiento. Muchas algas tie-
nen un tipo mixto de metabolismo, pudiendo emplear
fuentes orgánicas. Aun en la luz, ciertas algas no pue-
den emplear CO

2
 como su principal fuente de carbono

y dependen de acetato u otras formas orgánicas. Este
hecho es causado por un defecto en la maquinaria foto-

sintética; si bien pueden obtener energía de su activi-
dad fotosintética, no pueden obtener el poder reductor
para convertir el CO

2
 en materiales celulares.

� osmotrófas, muchas algas que realizan fotosíntesis nor-
mal en la luz, pueden crecer en la oscuridad a expensas
de variedad de compuestos orgánicos, derivando su me-
tabolismo hacia la respiración. Las algas completamente
encerradas en pared celular dependen exclusivamente de
sustratos orgánicos disueltos en la oscuridad

� fagotrófas, aquellas células desprovistas de pared o
que no están completamente encerradas en ella, pue-
den predar  bacterias u otros microorganismos.

No es correcto, entonces, describir a las algas como gru-
po exclusivamente fotosintético, ya que muchos de sus
miembros unicelulares poseen las características nutricio-
nales de los protozoos y de los hongos. Los leucofitos

que se forman por la pérdida irreversible del cloroplasto,
son organismos no pigmentados derivados de grupos fla-
gelados, de diatomeas y de formas inmóviles de las algas
verdes unicelulares. No pueden fotosintetizar.

En el laboratorio, esta transición pudo ser demostrada
experimentalmente, en ciertas cepas de Euglena, al ser
tratadas con estreptomicina o cuando son expuestas a
pequeñas dosis de luz ultravioleta o a altas temperaturas.
La clasificación de los leucofitos es un problema difícil:
por su estructura pueden ser asignados a una división
particular de algas, como representantes no fotosintéti-
cos. Pero como son eucariotas unicelulares no fotosintéti-
cos, pueden ser mirados como protozoos, y son incluidos
entre ellos por los zoólogos. Constituyen un grupo de tran-
sición entre las algas y los protozoos.

Ecología
Los principales factores que inciden en la distribución de
las algas en el suelo son: la humedad, los nutrientes

minerales, el CO
2
 y la luz. El CO

2
 y los elementos nutriti-

vos no son limitantes. La luz determina la distribución de
los organismos fototrofos: las algas son más numerosas
en los 5-10 cm del perfil y disminuyen marcadamente con
la profundidad. Se pueden encontrar en horizontes más
profundos (103/g) llevadas por las prácticas culturales
(arrastre mecánico), por la fauna o el agua (nutrición he-
terótrofa o permanecen en estado latente).

Lillian Frioni114

Se distinguen las esporangiosporas, originadas dentro
de estructuras especiales, el esporangio, como en Rhizo-

pus, Mucor y los conidios que se originan en extremos
de las hifas (externas) o bien lateralmente.

Los conidios pueden encontrarse en estructuras especia-
les (acérvula, esporodoquio) que los protegen dentro de
tejidos vegetales (se dan en general en hongos patóge-
nos).

Reproducción sexual
Comprende las tres etapas fundamentales:
� plasmogamia (unión de dos protoplastos y los núcleos

haploides)
� cariogamia (formación de un zigote diploide)
� división meiótica (reducción cromosómica).

Los hongos se dividen por su sexualidad en:
� hermafroditas (órganos + y - en el mismo talo)
� dioicos (en talos distintos)
� indiferenciados (no se diferencian los sexos).

Por su compatibilidad en:
� homotálico, cada talo es sexualmente autofértil y se

puede reproducir por sí mismo
� heterotálicos, que requieren la ayuda de otro talo com-

patible.

La reproducción sexual puede ser:
� heterogámica, con gametos morfológicamente diferen-

tes  y homotálicos (autofértil)
� isogámica (gametos iguales) y heterotálica (ubicados

en talos distintos).

Taxonomía
Los criterios empleados en la clasificación de este grupo
heterogéneo incluyen caracteres morfológicos casi exclu-
sivamente:
� naturaleza del micelio (tabicado o no)
� tipo de reproducción sexual

� naturaleza de las esporas asexuadas (internas en
gametangio) y externas (conidios) (cuadro 3 y
figura 6).

Cuadro 3-  Taxonomía de los hongos

División Subdivisión Clase

Mixomycota (hongos sin pared) Mixomycotina Acrasiomycetes (mohos muscilaginosos
unicelulares)
Plasmodiophoromycetes (parásitos)

Eumycota (hongos con pared) Mastigomycotina (esporas Chrytridiomycetes
asexuales flageladas) Oomycetes (antiguos Phycomycetes)

Zygomycotina (miceliales, Zygomycetes, por lo general saprofitas
cenocíticos, esporas asexuales Trichomycetes (parásitos en
en esporangio) intestino de artrópodos)

Ascomycotina (micelio septado Hemiascomycetes, levaduras o mice-
o levaduras, esporas asexuales liales, asca no encerrada en ascocarpo
no se forman en esporangio, Euascomycetes: miceliales, ascas en
esporas sexuales en ascas ascocarpo

Hemiascomycetidae Basidiomycotina: micelio septado Teliomycetes, sin basidiocarpo:
o levaduras royas y carbones
Esporas asexuales como Hymenomycetes: basidiocarpo,
Ascomycotina. seta basidio descubierto

Gasteromycetes: basidiocarpos que
encierran basidios

Deuteromycotina: micelio septado Hyphomycetes antiguos
o levaduras, esporas asexuales Deuteromycetes
como Ascomycotina
No hay reproducción sexual
o se desconoce
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En ambientes con insolación muy intensa, las algas tien-
den a concentrarse algunos centímetros debajo de la su-
perficie. Allí se protegen debajo de minerales translúcidos
como cuarzo o dolomita, de las radiaciones solares y de
la desecación (sobre todo la ficoflora de los desiertos) y
contra el frío intenso en las regiones polares. Las radia-
ciones ultravioleta no son perjudiciales, de modo que son
empleadas en su aislamiento, eliminando los contaminan-
tes bacterianos.

La humedad: las algas verdes son muy exigentes en agua
y a medida que aumenta la aridez, el número de especies
y su densidad disminuyen. Otras algas, por el contrario,
soportan mal la inundación. El óptimo se sitúa, como para
otros grupos de microorganismos, alrededor del 40-60%
de la capacidad de campo. En la superficie de suelos agrí-
colas de la zona templada, la disponibilidad de agua para
las algas suele ser limitante. Las células se recubren de
capa muscilaginosa muy higroscópica que puede retener
10-15 veces su volumen en agua, la que es perdida muy
lentamente.

El efecto de la estación del año es marcado, en primave-
ra su número es bajo; el congelamiento las perjudica y en
invierno la población declina.
El efecto del pH varía con el tipo de suelo; en general las
algas son poco sensibles a las variaciones de pH. Los
valores próximos a la neutralidad o ligeramente alcalinos,
son más favorables. En suelos ácidos dominan las clorofí-
ceas, que  se pueden encontrar a pH 5,0 y aun 4,0 (el ópti-
mo para su desarrollo se sitúa entre pH 6,8 y 8,5), aunque
se encuentran en pH 9,3-10 y toleran hasta pH 13.

Antagonismos: muchas especies son susceptibles al ata-
que por bacterias, hongos, estreptomices, que con enzi-
mas específicas destruyen la pared celular. Otros antago-
nismos ocurren con nemátodos, termites.

Funciones
� Aporte de materia orgánica, ya que son productores

primarios muy importantes en suelos desnudos, po-
bres, erosionados, quemados, salinos o desérticos. Los
líquenes (asociación alga-hongo) constituyen el esta-
do inicial de vegetación sobre rocas o suelos minera-
les. El componente fotosintético puede ser también una

cianobacteria, incluso fijadora de nitrógeno, con lo cual
estos líquenes pueden ser fijadores de N

2
.

� Meteorización de rocas: una fina capa de células de
algas recubre las rocas, y a la muerte de las algas, esta
materia orgánica posibilita el desarrollo de bacterias y
ocasionalmente de hongos (los colonizadores secun-
darios). La meteorización parece ser favorecida por la
formación de bicarbonatos (del CO

2
 de la respiración) o

por metabolitos de los microorganismos heterótrofos y
de los líquenes.

� Fijación del suelo: en suelos minerales sin estructura,
las costras de líquenes y algas, fijan el suelo, retardan-
do la erosión y modificando el régimen hídrico. Se redu-
ce la evaporación y los muscílagos contribuyen a au-
mentar la estabilidad estructural.

� Liberación de oxígeno: por su fotosíntesis oxigénica
aumentan la aireación en suelos inundados de arroza-
les y en suelos pesados. Por el consumo del CO

2
 y la

liberación de sustancias alcalinas, tienden a elevar el
pH combatiendo la acidez. Liberan vitaminas, auxinas,
que favorecen a los cultivos así como sustancias inhibi-
doras sobre parte de la microflora del suelo.

� Toxicidad: son conocidas las floraciones de algas tóxi-
cas que matan peces  y contaminan aguas. Se debe a
un desarrollo explosivo de dinoflagelados que liberan
una poderosa neurotoxina, llamada saxitoxina. Los
moluscos que se alimentan de estos dinoflagelados no
pueden ingerirse.

Los protozoarios

Constituyen un grupo muy heterogéneo de eucariotas, uni-
celulares y móviles, cuyo tamaño varía entre algunas mi-
cras hasta algunos centímetros (figura 2) (Madigan
et al, 2000) y (figura 3).  Los habitantes del suelo son de
talla más pequeña y aplanados, ya que deben moverse en
el film de agua que llena los poros. Presentan semejanzas
con varias divisiones de algas de las cuales derivan. Los
varios tipos de leucofitos proveen de pruebas sobre el ori-
gen evolucionario de muchos grupos de protozoos. La pér-
dida de la capacidad fotosintética reduce abruptamente la
potenciabilidad nutricional y es seguida de una serie de even-
tos a nivel celular que posibilitan al organismo el desarrollo
de nuevos mecanismos de nutrición osmotrófico o fagotró-
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Las fuentes de carbono son variables, emplean de prefe-
rencia azúcares, almidón y algunos celulosa y lignina. Con
respecto al nitrógeno, asimilan formas minerales y/o or-
gánicas (las últimas de preferencia). Almacenan glucóge-
no y aceite. Especies de Penicillum (moho verde) y de
Rhizopus (moho negro) se desarrollan sobre cualquier tipo
de sustrato húmedo (aun en el refrigerador a 5ºC); otros
utilizan sustratos más específicos, encontrándose en el
extremo de la escala a los parásitos obligados, que re-
quieren determinada variedad vegetal.

Habitat
Los hongos están muy distribuidos en todos los ecosiste-
mas, desde 0 a 25ºC, aunque pocos a 0ºC y con un máxi-
mo de 50ºC. Para los hongos del suelo el óptimo se ubica
entre 20-30ºC, en pH muy variados: el óptimo para el gru-
po estaría en la vecindad de pH 6 y dominan en ambien-

tes ácidos, por falta de competencia por parte de las bac-
terias. La luz es esencial para la esporulación de muchas
especies y para la dispersión de esporas fototróficas. Las
esporas permiten una amplia distribución. Como grupo son
aerobios pero algunos soportan la anaerobiosis (los pa-
tógenos).

Su rol es muy variado, desde la degradación de moléculas
orgánicas muy complejas hasta la formación de humus.

Métodos de estudio: se emplean numerosas técnicas,
pero ninguna puede englobar a todas las especies pre-
sentes ni a su biomasa. El más empleado es el recuento
en caja a partir de suspensiones-diluciones de suelo. Aci-
dificando el medio con ácidos orgánicos débiles (pH 4,2)
o con el uso de agentes bacteriostáticos (penicilina, novo-
biocina, rosa de Bengala, estreptomicina) se elimina la
competencia de las bacterias. El problema radica en que
el hongo puede reproducirse a partir de fragmentos de
micelio, y de esporas (asexuadas o sexuadas). Una sola
pieza de micelio puede disgregarse en la agitación en in-
numerables porciones, cada una de las cuales dará ori-
gen a una colonia. Resulta así muy fácil aislar especies
de Penicillum o Aspergillus que esporulan profusamente.
Los recuentos en caja deben ser tomados con precau-
ción. La microscopía fluorescente ayuda mucho en la
visualización en el suelo. Los datos obtenidos por el em-

pleo de distintas técnicas varían mucho. Por recuentos en
medio sólido se tienen datos desde 20.000 hasta 106 o
más propágulos (hifas, esporas, fragmentos de hifas ca-
paces de dar una colonia), por gramo de suelo seco.

La biomasa puede ser mayor que la de las bacterias y su
micelio se puede extender 10-100 m/g de suelo superfi-
cial. Valores hasta de 500 a 1000 m (500-5.000 kg/ha)
han sido citados, aunque muchas de las hifas pueden estar
vacías (no viables). Los colorantes como el acetato de
fluoresceína, que fluorescen por acción enzimática, son
muy empleados para evaluar los metros de micelio fúngi-
co viable/g de suelo, así como esporas viables para ser
empleadas en inoculantes.

Reproducción

Reproducción asexual
Llamada también somática se realiza por fragmentación
del talo, por fisión binaria y gemación (caso de las levadu-
ras) y por producción de esporas. No incluye unión de
núcleos y es la forma más frecuente de reproducción.
El número, disposición, forma, color y origen de las espo-
ras son característicos de las especies.

Por el lugar en donde se originan, se distinguen las:

1. Talosporas , se forman en filamentos miceliales, no
son caducas:
� artrosporas: se producen por desarticulación de la

lámina media, los tabiques luego se gelifican simul-
táneamente y los distintos filamentos se separan y
se redondean.

� blastosporas: se forman por brotación de elemen-
tos preexistentes, se pueden separar y luego bro-
tar; la separación se efectúa por constricción del ist-
mo y no del tabique (micelio levaduriforme).

� dictiosporas: son esporas pluricelulares, de más
de 50 células, con apariencia reticulada.

2. Fialosporas,  se originan en fructificaciones asexua-
das bien definidas, son caducas y externas (terminales
o laterales).
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fico. Estos cambios pueden impedir el reconocimiento del
origen algal de estos microorganismos, los que se ubican
entonces, entre los protozoos.

El ciclo de vida de estos organismos consiste en una
fase activa y una fase de reposo o cística, en la que el
organismo segrega una espesa capa protectora, pudien-
do resistir por muchos años en ambientes adversos. La
reproducción es usualmente por fisión longitudinal o trans-
versal. Unas pocas especies poseen reproducción sexual.
La clasificación de los protozoarios ha variado mucho en
los últimos años y en los esquemas moleculares de clasi-
ficación reciente no existen los protozoos como taxón in-
dependiente y se encuentran eucariotas análogos a pro-
tozoos en todos los niveles evolutivos.

Cuadro 2- Características de los principales grupos del subreino Protozoa

Grupo taxonómico características  ejemplos

Mastigophora  (flagelados) Uno o más flagelos, división por fisión binaria Trypanosoma, Giarda,

longitudinal, reproducción sexual en algunos. Trichomonas

Formas ameboides

Euglenoides Flagelados fototróficos Euglena

(grupo también considerado
con las algas)

Sarcodina (amebas) Seudópodos, son frecuentes los caparazones, Amoeba, Entamoeba

flagelos, en la etapa reproductiva

Ciliophora (ciliados) Cilias simples o compuestas. Dos tipos de Tetrahymena, Paramecium,

núcleos, vacuola contráctil, fisión binaria trans- Vorticella, Didinium

versal, sexualidad por conjugación. De vida
libre, muchos comensales, algunos parásitos

Apicomplexa  (parásitos) Esporas en su ciclo sexual, con cistos, Plasmodium, Toxoplasma

sin cilias, se llaman a menudo esporozoos

Los protozoarios de la clase Mastigophora poseen 1 a 4
flagelos. En el suelo poseen pequeña talla (5-20 micras) y
son los más abundantes (3.000 a 200.000/g de suelo) y
los géneros más comunes son: Allation, Bodo, Cercobo-

do, Cercomonas, Entosiphon, Heteromita, Monas y los con
clorofila Euglena y Chlamydomonas.

Los Sarcodina o Rhizopoda emiten seudópodos que faci-
litan su desplazamiento y por lo tanto la célula cambia
constantemente de forma. Algunos poseen una envoltura
rígida pero con orificio para emisión de los seudópodos.
Los géneros más comunes en el suelo son: Amaeba, Bio-

myxa, Englypha, Hartmanella, Lecytium, Naegleria, Trine-

ma, Nuclearia.

Los ciliados se mueven por numerosos apéndices (cilias).
Las especies terrestres son también menores que las
acuáticas (10 a 80 micras) y los géneros más comunes
son: Balantiophorus, Colpidium, Colpoda, Enchelys, Hal-

teria, Pleurotricha, Tetrahymena, Vorticella.

Nutrición
Se distinguen tres formas de nutrición:Figura 2- Protozoo ciliado
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Resumiendo: las estructuras de resistencia incluyen a los
conidios (esporas asexuadas externas), clamidosporas y
esclerocios, las oosporas (sexuadas), los esporangios y
esporangiosporas, ascosporas y los rizomorfos.  Los co-
nidios de muchas especies son de vida breve y pierden
viabilidad rápidamente cuando se forman o penetran en
el suelo (caso de los patógenos) resultando difícil reais-
larlos luego de algunas semanas. Otras especies poseen
conidios muy resistentes,pudiendo permanecer en suelo
seco mucho tiempo y germinar cuando este se rehume-
dece. Algunas especies requieren para germinar sustan-
cias orgánicas o excreciones radicales.Este hecho tiene
importancia en los hongos patógenos cuyas clamidospo-
ras pueden sobrevivir hasta épocas favorables (Fusarium,

Phytosphtora). Los esclerocios tienen un rol similar.

Figura 4- Boletus appendiculatus (arriba) y Pleurotus sp.
(abajo)

Figura 5 - Formación de micelio a partir de una espora

Las oosporas de Phytium permanecen en el suelo más
de 16 meses y se producen sólo en contadas ocasiones
por los hongos. Hay evidencia de que gran número de
hongos surgen de esporas durmientes (ascosporas), que
son activadas por el calor. Ciertas sustancias previenen
la germinación de conidios y otros tipos de esporas, fenó-
meno conocido como fungiostasis.

En general, la espora germina cuando se libera algún tipo
de materia orgánica en su vecindad. La fungiostasis de-
pende también de la densidad de esporas. Entre los agen-
tes antifúngicos, se cita el amonio en suelos alcalinos, los
taninos del mantillo, el aluminio. Por este fenómeno la es-
pora queda protegida, pues si germina en condiciones
desfavorables para su nutrición y desarrollo, es fácilmen-
te atacada por otros microorganismos.

Muchos hongos se protegen de la lisis provocada por en-
zimas liberadas por otros microorganismos, mediante la
producción de pigmentos oscuros, del tipo de las melani-

nas y con polisacáridos formados por azúcares resisten-
tes a la degradación.

Fisiología y nutrición
Se reconocen tres categorías de hongos por su relación
con la materia orgánica:

� saprófitos, utilizan los sustratos orgánicos inanimados
� parásitos atacan organismos vivos
� simbióticos, asociados con otros organismos: alga o

vegetal, para su nutrición
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a. Fotosintéticos: son los Phytomastigophora, con pig-
mentos clorofilianos difusos o localizados.

Su importancia práctica es muy limitada, el género más
extendido es Euglena y su aislamiento se realiza en los
medios para algas y en muchas clasificaciones se reco-
nocen como tales.
b. Saprofitos: su nutrición depende de la provisión de

sustancias orgánicas solubles (osmotróficos); incluyen
a los flagelados y a algunos ciliados. Se pueden desa-
rrollar en medios sintéticos con peptona, glúcidos, ami-
noácidos o con extracto de suelo.

c. Holozoicos: representan sobre todo a los ciliados; se
nutren por ingestión de partículas sólidas (fagotróficos)
y otros microorganismos: bacterias, levaduras, algas,
e incluso algunos protozoos. Es una de las formas pre-
dominantes de nutrición en el suelo. Muchas células
bacterianas deben ingerirse en cada división celular.
Sarcodina requiere cerca de 40.000 células bacteria-
nas/división. La bacteria debe multiplicarse rápidamente
para no ser eliminada por los predatores.

El significado en el suelo del modo de vida saprofita es
desconocido; los protozoos no se destacan en las trans-
formaciones de la materia orgánica. Se considera que el
modo dominante de nutrición es la fagocitosis, sobretodo
entre los ciliados que representan la máxima diferencia-
ción a nivel celular, y al mismo tiempo es un grupo evolu-
cionario terminal. En efecto, el desarrollo de un sistema
biológico más complejo ocurre con el establecimiento de

Figura 3-  Representantes de tres clases de protozoos

pluricelularidad, e involucra la diferenciación de células
en el desarrollo del organismo (animales o vegetales).

Los protozoos del rumen cumplen un rol muy importante
contribuyendo a la degradación de sustancias orgánicas,
como la celulosa, liberando ácidos grasos volátiles que
son absorbidos por el animal (capítulo 18).

Influencias del ambiente
Uno de los factores que limita el desarrollo de este grupo
en el suelo es la distribución discontinua de la materia

orgánica y de la microflora (nutrientes para los protozo-
os) en la solución del suelo dentro de los poros.  El pe-
queño tamaño de muchos puede reflejar esta deficiencia
nutricional.

La mayoría de los protozoos son cosmopolitas, distribui-
dos en todos los suelos del mundo, y es difícil correlacio-
nar su presencia con áreas geográficas particulares. Se
los encuentra en suelos de zonas árticas, templadas o
tropicales. En suelos agrícolas el máximo número se en-
contró a los 10-12 cm y pocas especies llegan al subsue-
lo. Los nutrientes que favorecen el desarrollo de las bac-
terias, constituyen los factores más importantes en la dis-
tribución de los protozoos. Su biomasa en bosques y pas-
turas de la región fría puede llegar a 20 g/m2, pero en
zona templada no supera a los 5 g/m2. La humedad es
uno de los principales factores ecológicos, esencial para
su proliferación, su fisiología y desplazamientos, pero pue-
den resistir la desecación enquistándose.

En general, su metabolismo es aerobio, pero hay espe-
cies que soportan concentraciones bajas de oxígeno y aun
la anaerobiosis (por ejemplo, los patógenos del hombre y
animales y los del rumen).

El pH del suelo afecta poco el espectro de especies, los
hay en ambientes ácidos y también en extremos alcali-
nos.

Existe evidencia de predación por parte de hongos fila-
mentosos sobre amebas y de otros organismos que pue-
den parasitar a los protozoos, pero su rol en la naturale-
za, contribuyendo a la declinación de este grupo, no está
claramente establecido.
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Rol en el suelo
� Limitación en el número de bacterias, se han reali-

zado experiencias con modelos simplificados: suelo es-
téril con protozoos y con bacterias y protozoos conjun-
tamente. Se demostró que la densidad bacteriana dis-
minuye en presencia de protozoos. Se pensó que este
hecho traería aparejada una disminución en la fertilidad
del suelo, por disminución de la actividad biológica. Esta
idea no es mantenida actualmente, sino que más bien
se piensa que la destrucción de una parte de la pobla-
ción bacteriana estimula la actividad metabólica de los
sobrevivientes, que compensarían la pérdida del resto
de la población.
Una de las hipótesis más aceptada postula un rejuve-

necimiento celular, con síntesis de sustancias estimu-
lantes para las poblaciones de bacterias que resisten a
la predación.

� Diseminación de esporas fúngicas, ya que muchos
son incapaces de digerirlas y las transportan en su su-
perficie.

Su rol efectivo en el suelo es entonces difícil de determi-
nar: tienen poco efecto en las etapas de mineralización e
inmovilización de la materia orgánica. Muchas especies
son parásitas del hombre, aunque no encuentran en el
suelo ambiente apropiado.

Los hongos

Comprenden un grupo muy amplio de protistas superio-
res, incluidos por los botánicos entre las Talofitas (vegeta-
les, sin clorofila) (figura 4).

Los principales grupos se reconocen como: mohos, leva-
duras y setas. Son todos heterótrofos y representan la
última etapa en la escala de evolución de los protistas; su
hábitat más frecuente es el suelo, aunque los hongos más
primitivos son acuáticos.

El talo está constituido por el micelio (figura 5) –agregado
de hifas filiformes– con tubos de paredes delgadas que
envuelven a la masa citoplasmática continua (micelio ce-
nocítico) y con tabiques (micelio tabicado) aunque en este

caso existe continuidad citoplasmática por poros de co-
municación.

Por su función se distinguen las hifas:

� vegetativas, que penetran a los sustratos para absor-
ber los nutrientes

� fértiles, que dan origen a estructuras de fructificación.
Los hongos primitivos tienen semejanzas con los proto-
zoos flagelados, que luego han evolucionado a estruc-
turas biológicas distintas, adaptadas al suelo. Su desa-
rrollo está sólo limitado por la disponibilidad de nutrien-
tes, pudiendo llegar en los Basidiomycetes hasta 10m
de radio.

Estructuras de resistencia: en condiciones desfavora-
bles para la subsistencia o cuando los parásitos rodean al
organismo, aparecen estas estructuras especializadas:

� esclerocios: bien delimitados, de corteza oscura, se-
gún el grado de cutinización, conjunto apretado de hi-
fas con materiales de reserva. En condiciones favora-
bles, entran en germinación dando origen a fructifica-
ciones de menor tamaño: son los bulbillos (menos de 1
mm) y menos cutinizados.

� clamidosporas: elementos asexuados, de paredes
gruesas, con materiales de reserva. Pueden presentar-
se intercalares, laterales o terminales, de alto conteni-
do lipídico, de forma y tamaño diverso (esporas asexua-
das).

Estructuras de fijación: estolones y apresorios, el esto-
lón es una hifa aérea que se extiende a gran distancia,
luego por su peso se curva, encuentra un soporte con el
cual se pone en contacto y se convierte en órgano de fija-
ción más complicado, el apresorio, unido firmemente al
sustrato.

Haustorios: los hongos parásitos y simbióticos que pe-
netran en las células vegetales aumentan la superficie
de absorción, por ramificación de las hifas. Su rol es
muy importante en las micorrizas, asociaciones sim-
bióticas entre raíces y hongos. También se los llama
arbúsculos (capítulo 16).
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bacterianas deben ingerirse en cada división celular.
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desconocido; los protozoos no se destacan en las trans-
formaciones de la materia orgánica. Se considera que el
modo dominante de nutrición es la fagocitosis, sobretodo
entre los ciliados que representan la máxima diferencia-
ción a nivel celular, y al mismo tiempo es un grupo evolu-
cionario terminal. En efecto, el desarrollo de un sistema
biológico más complejo ocurre con el establecimiento de
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pluricelularidad, e involucra la diferenciación de células
en el desarrollo del organismo (animales o vegetales).

Los protozoos del rumen cumplen un rol muy importante
contribuyendo a la degradación de sustancias orgánicas,
como la celulosa, liberando ácidos grasos volátiles que
son absorbidos por el animal (capítulo 18).

Influencias del ambiente
Uno de los factores que limita el desarrollo de este grupo
en el suelo es la distribución discontinua de la materia

orgánica y de la microflora (nutrientes para los protozo-
os) en la solución del suelo dentro de los poros.  El pe-
queño tamaño de muchos puede reflejar esta deficiencia
nutricional.

La mayoría de los protozoos son cosmopolitas, distribui-
dos en todos los suelos del mundo, y es difícil correlacio-
nar su presencia con áreas geográficas particulares. Se
los encuentra en suelos de zonas árticas, templadas o
tropicales. En suelos agrícolas el máximo número se en-
contró a los 10-12 cm y pocas especies llegan al subsue-
lo. Los nutrientes que favorecen el desarrollo de las bac-
terias, constituyen los factores más importantes en la dis-
tribución de los protozoos. Su biomasa en bosques y pas-
turas de la región fría puede llegar a 20 g/m2, pero en
zona templada no supera a los 5 g/m2. La humedad es
uno de los principales factores ecológicos, esencial para
su proliferación, su fisiología y desplazamientos, pero pue-
den resistir la desecación enquistándose.

En general, su metabolismo es aerobio, pero hay espe-
cies que soportan concentraciones bajas de oxígeno y aun
la anaerobiosis (por ejemplo, los patógenos del hombre y
animales y los del rumen).

El pH del suelo afecta poco el espectro de especies, los
hay en ambientes ácidos y también en extremos alcali-
nos.

Existe evidencia de predación por parte de hongos fila-
mentosos sobre amebas y de otros organismos que pue-
den parasitar a los protozoos, pero su rol en la naturale-
za, contribuyendo a la declinación de este grupo, no está
claramente establecido.
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téril con protozoos y con bacterias y protozoos conjun-
tamente. Se demostró que la densidad bacteriana dis-
minuye en presencia de protozoos. Se pensó que este
hecho traería aparejada una disminución en la fertilidad
del suelo, por disminución de la actividad biológica. Esta
idea no es mantenida actualmente, sino que más bien
se piensa que la destrucción de una parte de la pobla-
ción bacteriana estimula la actividad metabólica de los
sobrevivientes, que compensarían la pérdida del resto
de la población.
Una de las hipótesis más aceptada postula un rejuve-

necimiento celular, con síntesis de sustancias estimu-
lantes para las poblaciones de bacterias que resisten a
la predación.

� Diseminación de esporas fúngicas, ya que muchos
son incapaces de digerirlas y las transportan en su su-
perficie.

Su rol efectivo en el suelo es entonces difícil de determi-
nar: tienen poco efecto en las etapas de mineralización e
inmovilización de la materia orgánica. Muchas especies
son parásitas del hombre, aunque no encuentran en el
suelo ambiente apropiado.

Los hongos

Comprenden un grupo muy amplio de protistas superio-
res, incluidos por los botánicos entre las Talofitas (vegeta-
les, sin clorofila) (figura 4).

Los principales grupos se reconocen como: mohos, leva-
duras y setas. Son todos heterótrofos y representan la
última etapa en la escala de evolución de los protistas; su
hábitat más frecuente es el suelo, aunque los hongos más
primitivos son acuáticos.

El talo está constituido por el micelio (figura 5) –agregado
de hifas filiformes– con tubos de paredes delgadas que
envuelven a la masa citoplasmática continua (micelio ce-
nocítico) y con tabiques (micelio tabicado) aunque en este

caso existe continuidad citoplasmática por poros de co-
municación.

Por su función se distinguen las hifas:

� vegetativas, que penetran a los sustratos para absor-
ber los nutrientes

� fértiles, que dan origen a estructuras de fructificación.
Los hongos primitivos tienen semejanzas con los proto-
zoos flagelados, que luego han evolucionado a estruc-
turas biológicas distintas, adaptadas al suelo. Su desa-
rrollo está sólo limitado por la disponibilidad de nutrien-
tes, pudiendo llegar en los Basidiomycetes hasta 10m
de radio.

Estructuras de resistencia: en condiciones desfavora-
bles para la subsistencia o cuando los parásitos rodean al
organismo, aparecen estas estructuras especializadas:

� esclerocios: bien delimitados, de corteza oscura, se-
gún el grado de cutinización, conjunto apretado de hi-
fas con materiales de reserva. En condiciones favora-
bles, entran en germinación dando origen a fructifica-
ciones de menor tamaño: son los bulbillos (menos de 1
mm) y menos cutinizados.

� clamidosporas: elementos asexuados, de paredes
gruesas, con materiales de reserva. Pueden presentar-
se intercalares, laterales o terminales, de alto conteni-
do lipídico, de forma y tamaño diverso (esporas asexua-
das).
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luego por su peso se curva, encuentra un soporte con el
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Haustorios: los hongos parásitos y simbióticos que pe-
netran en las células vegetales aumentan la superficie
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muy importante en las micorrizas, asociaciones sim-
bióticas entre raíces y hongos. También se los llama
arbúsculos (capítulo 16).
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fico. Estos cambios pueden impedir el reconocimiento del
origen algal de estos microorganismos, los que se ubican
entonces, entre los protozoos.

El ciclo de vida de estos organismos consiste en una
fase activa y una fase de reposo o cística, en la que el
organismo segrega una espesa capa protectora, pudien-
do resistir por muchos años en ambientes adversos. La
reproducción es usualmente por fisión longitudinal o trans-
versal. Unas pocas especies poseen reproducción sexual.
La clasificación de los protozoarios ha variado mucho en
los últimos años y en los esquemas moleculares de clasi-
ficación reciente no existen los protozoos como taxón in-
dependiente y se encuentran eucariotas análogos a pro-
tozoos en todos los niveles evolutivos.

Cuadro 2- Características de los principales grupos del subreino Protozoa

Grupo taxonómico características  ejemplos

Mastigophora  (flagelados) Uno o más flagelos, división por fisión binaria Trypanosoma, Giarda,

longitudinal, reproducción sexual en algunos. Trichomonas

Formas ameboides

Euglenoides Flagelados fototróficos Euglena

(grupo también considerado
con las algas)

Sarcodina (amebas) Seudópodos, son frecuentes los caparazones, Amoeba, Entamoeba

flagelos, en la etapa reproductiva

Ciliophora (ciliados) Cilias simples o compuestas. Dos tipos de Tetrahymena, Paramecium,

núcleos, vacuola contráctil, fisión binaria trans- Vorticella, Didinium

versal, sexualidad por conjugación. De vida
libre, muchos comensales, algunos parásitos

Apicomplexa  (parásitos) Esporas en su ciclo sexual, con cistos, Plasmodium, Toxoplasma

sin cilias, se llaman a menudo esporozoos

Los protozoarios de la clase Mastigophora poseen 1 a 4
flagelos. En el suelo poseen pequeña talla (5-20 micras) y
son los más abundantes (3.000 a 200.000/g de suelo) y
los géneros más comunes son: Allation, Bodo, Cercobo-

do, Cercomonas, Entosiphon, Heteromita, Monas y los con
clorofila Euglena y Chlamydomonas.

Los Sarcodina o Rhizopoda emiten seudópodos que faci-
litan su desplazamiento y por lo tanto la célula cambia
constantemente de forma. Algunos poseen una envoltura
rígida pero con orificio para emisión de los seudópodos.
Los géneros más comunes en el suelo son: Amaeba, Bio-

myxa, Englypha, Hartmanella, Lecytium, Naegleria, Trine-

ma, Nuclearia.

Los ciliados se mueven por numerosos apéndices (cilias).
Las especies terrestres son también menores que las
acuáticas (10 a 80 micras) y los géneros más comunes
son: Balantiophorus, Colpidium, Colpoda, Enchelys, Hal-

teria, Pleurotricha, Tetrahymena, Vorticella.

Nutrición
Se distinguen tres formas de nutrición:Figura 2- Protozoo ciliado
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Resumiendo: las estructuras de resistencia incluyen a los
conidios (esporas asexuadas externas), clamidosporas y
esclerocios, las oosporas (sexuadas), los esporangios y
esporangiosporas, ascosporas y los rizomorfos.  Los co-
nidios de muchas especies son de vida breve y pierden
viabilidad rápidamente cuando se forman o penetran en
el suelo (caso de los patógenos) resultando difícil reais-
larlos luego de algunas semanas. Otras especies poseen
conidios muy resistentes,pudiendo permanecer en suelo
seco mucho tiempo y germinar cuando este se rehume-
dece. Algunas especies requieren para germinar sustan-
cias orgánicas o excreciones radicales.Este hecho tiene
importancia en los hongos patógenos cuyas clamidospo-
ras pueden sobrevivir hasta épocas favorables (Fusarium,

Phytosphtora). Los esclerocios tienen un rol similar.

Figura 4- Boletus appendiculatus (arriba) y Pleurotus sp.
(abajo)

Figura 5 - Formación de micelio a partir de una espora

Las oosporas de Phytium permanecen en el suelo más
de 16 meses y se producen sólo en contadas ocasiones
por los hongos. Hay evidencia de que gran número de
hongos surgen de esporas durmientes (ascosporas), que
son activadas por el calor. Ciertas sustancias previenen
la germinación de conidios y otros tipos de esporas, fenó-
meno conocido como fungiostasis.

En general, la espora germina cuando se libera algún tipo
de materia orgánica en su vecindad. La fungiostasis de-
pende también de la densidad de esporas. Entre los agen-
tes antifúngicos, se cita el amonio en suelos alcalinos, los
taninos del mantillo, el aluminio. Por este fenómeno la es-
pora queda protegida, pues si germina en condiciones
desfavorables para su nutrición y desarrollo, es fácilmen-
te atacada por otros microorganismos.

Muchos hongos se protegen de la lisis provocada por en-
zimas liberadas por otros microorganismos, mediante la
producción de pigmentos oscuros, del tipo de las melani-

nas y con polisacáridos formados por azúcares resisten-
tes a la degradación.

Fisiología y nutrición
Se reconocen tres categorías de hongos por su relación
con la materia orgánica:

� saprófitos, utilizan los sustratos orgánicos inanimados
� parásitos atacan organismos vivos
� simbióticos, asociados con otros organismos: alga o

vegetal, para su nutrición
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En ambientes con insolación muy intensa, las algas tien-
den a concentrarse algunos centímetros debajo de la su-
perficie. Allí se protegen debajo de minerales translúcidos
como cuarzo o dolomita, de las radiaciones solares y de
la desecación (sobre todo la ficoflora de los desiertos) y
contra el frío intenso en las regiones polares. Las radia-
ciones ultravioleta no son perjudiciales, de modo que son
empleadas en su aislamiento, eliminando los contaminan-
tes bacterianos.

La humedad: las algas verdes son muy exigentes en agua
y a medida que aumenta la aridez, el número de especies
y su densidad disminuyen. Otras algas, por el contrario,
soportan mal la inundación. El óptimo se sitúa, como para
otros grupos de microorganismos, alrededor del 40-60%
de la capacidad de campo. En la superficie de suelos agrí-
colas de la zona templada, la disponibilidad de agua para
las algas suele ser limitante. Las células se recubren de
capa muscilaginosa muy higroscópica que puede retener
10-15 veces su volumen en agua, la que es perdida muy
lentamente.

El efecto de la estación del año es marcado, en primave-
ra su número es bajo; el congelamiento las perjudica y en
invierno la población declina.
El efecto del pH varía con el tipo de suelo; en general las
algas son poco sensibles a las variaciones de pH. Los
valores próximos a la neutralidad o ligeramente alcalinos,
son más favorables. En suelos ácidos dominan las clorofí-
ceas, que  se pueden encontrar a pH 5,0 y aun 4,0 (el ópti-
mo para su desarrollo se sitúa entre pH 6,8 y 8,5), aunque
se encuentran en pH 9,3-10 y toleran hasta pH 13.

Antagonismos: muchas especies son susceptibles al ata-
que por bacterias, hongos, estreptomices, que con enzi-
mas específicas destruyen la pared celular. Otros antago-
nismos ocurren con nemátodos, termites.

Funciones
� Aporte de materia orgánica, ya que son productores

primarios muy importantes en suelos desnudos, po-
bres, erosionados, quemados, salinos o desérticos. Los
líquenes (asociación alga-hongo) constituyen el esta-
do inicial de vegetación sobre rocas o suelos minera-
les. El componente fotosintético puede ser también una

cianobacteria, incluso fijadora de nitrógeno, con lo cual
estos líquenes pueden ser fijadores de N

2
.

� Meteorización de rocas: una fina capa de células de
algas recubre las rocas, y a la muerte de las algas, esta
materia orgánica posibilita el desarrollo de bacterias y
ocasionalmente de hongos (los colonizadores secun-
darios). La meteorización parece ser favorecida por la
formación de bicarbonatos (del CO

2
 de la respiración) o

por metabolitos de los microorganismos heterótrofos y
de los líquenes.

� Fijación del suelo: en suelos minerales sin estructura,
las costras de líquenes y algas, fijan el suelo, retardan-
do la erosión y modificando el régimen hídrico. Se redu-
ce la evaporación y los muscílagos contribuyen a au-
mentar la estabilidad estructural.

� Liberación de oxígeno: por su fotosíntesis oxigénica
aumentan la aireación en suelos inundados de arroza-
les y en suelos pesados. Por el consumo del CO

2
 y la

liberación de sustancias alcalinas, tienden a elevar el
pH combatiendo la acidez. Liberan vitaminas, auxinas,
que favorecen a los cultivos así como sustancias inhibi-
doras sobre parte de la microflora del suelo.

� Toxicidad: son conocidas las floraciones de algas tóxi-
cas que matan peces  y contaminan aguas. Se debe a
un desarrollo explosivo de dinoflagelados que liberan
una poderosa neurotoxina, llamada saxitoxina. Los
moluscos que se alimentan de estos dinoflagelados no
pueden ingerirse.

Los protozoarios

Constituyen un grupo muy heterogéneo de eucariotas, uni-
celulares y móviles, cuyo tamaño varía entre algunas mi-
cras hasta algunos centímetros (figura 2) (Madigan
et al, 2000) y (figura 3).  Los habitantes del suelo son de
talla más pequeña y aplanados, ya que deben moverse en
el film de agua que llena los poros. Presentan semejanzas
con varias divisiones de algas de las cuales derivan. Los
varios tipos de leucofitos proveen de pruebas sobre el ori-
gen evolucionario de muchos grupos de protozoos. La pér-
dida de la capacidad fotosintética reduce abruptamente la
potenciabilidad nutricional y es seguida de una serie de even-
tos a nivel celular que posibilitan al organismo el desarrollo
de nuevos mecanismos de nutrición osmotrófico o fagotró-
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Las fuentes de carbono son variables, emplean de prefe-
rencia azúcares, almidón y algunos celulosa y lignina. Con
respecto al nitrógeno, asimilan formas minerales y/o or-
gánicas (las últimas de preferencia). Almacenan glucóge-
no y aceite. Especies de Penicillum (moho verde) y de
Rhizopus (moho negro) se desarrollan sobre cualquier tipo
de sustrato húmedo (aun en el refrigerador a 5ºC); otros
utilizan sustratos más específicos, encontrándose en el
extremo de la escala a los parásitos obligados, que re-
quieren determinada variedad vegetal.

Habitat
Los hongos están muy distribuidos en todos los ecosiste-
mas, desde 0 a 25ºC, aunque pocos a 0ºC y con un máxi-
mo de 50ºC. Para los hongos del suelo el óptimo se ubica
entre 20-30ºC, en pH muy variados: el óptimo para el gru-
po estaría en la vecindad de pH 6 y dominan en ambien-

tes ácidos, por falta de competencia por parte de las bac-
terias. La luz es esencial para la esporulación de muchas
especies y para la dispersión de esporas fototróficas. Las
esporas permiten una amplia distribución. Como grupo son
aerobios pero algunos soportan la anaerobiosis (los pa-
tógenos).

Su rol es muy variado, desde la degradación de moléculas
orgánicas muy complejas hasta la formación de humus.

Métodos de estudio: se emplean numerosas técnicas,
pero ninguna puede englobar a todas las especies pre-
sentes ni a su biomasa. El más empleado es el recuento
en caja a partir de suspensiones-diluciones de suelo. Aci-
dificando el medio con ácidos orgánicos débiles (pH 4,2)
o con el uso de agentes bacteriostáticos (penicilina, novo-
biocina, rosa de Bengala, estreptomicina) se elimina la
competencia de las bacterias. El problema radica en que
el hongo puede reproducirse a partir de fragmentos de
micelio, y de esporas (asexuadas o sexuadas). Una sola
pieza de micelio puede disgregarse en la agitación en in-
numerables porciones, cada una de las cuales dará ori-
gen a una colonia. Resulta así muy fácil aislar especies
de Penicillum o Aspergillus que esporulan profusamente.
Los recuentos en caja deben ser tomados con precau-
ción. La microscopía fluorescente ayuda mucho en la
visualización en el suelo. Los datos obtenidos por el em-

pleo de distintas técnicas varían mucho. Por recuentos en
medio sólido se tienen datos desde 20.000 hasta 106 o
más propágulos (hifas, esporas, fragmentos de hifas ca-
paces de dar una colonia), por gramo de suelo seco.

La biomasa puede ser mayor que la de las bacterias y su
micelio se puede extender 10-100 m/g de suelo superfi-
cial. Valores hasta de 500 a 1000 m (500-5.000 kg/ha)
han sido citados, aunque muchas de las hifas pueden estar
vacías (no viables). Los colorantes como el acetato de
fluoresceína, que fluorescen por acción enzimática, son
muy empleados para evaluar los metros de micelio fúngi-
co viable/g de suelo, así como esporas viables para ser
empleadas en inoculantes.

Reproducción

Reproducción asexual
Llamada también somática se realiza por fragmentación
del talo, por fisión binaria y gemación (caso de las levadu-
ras) y por producción de esporas. No incluye unión de
núcleos y es la forma más frecuente de reproducción.
El número, disposición, forma, color y origen de las espo-
ras son característicos de las especies.

Por el lugar en donde se originan, se distinguen las:

1. Talosporas , se forman en filamentos miceliales, no
son caducas:
� artrosporas: se producen por desarticulación de la

lámina media, los tabiques luego se gelifican simul-
táneamente y los distintos filamentos se separan y
se redondean.

� blastosporas: se forman por brotación de elemen-
tos preexistentes, se pueden separar y luego bro-
tar; la separación se efectúa por constricción del ist-
mo y no del tabique (micelio levaduriforme).

� dictiosporas: son esporas pluricelulares, de más
de 50 células, con apariencia reticulada.

2. Fialosporas,  se originan en fructificaciones asexua-
das bien definidas, son caducas y externas (terminales
o laterales).
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bilateral. Las diatomeas (Chrysophyta) poseen paredes
orgánicas impregnadas con sílice, de arquitectura muy com-
pleja, con dos valvas superpuestas como las de una caja
de Petri. La división es longitudinal, cada célula hija retiene
la mitad de la vieja pared y sintetiza una nueva mitad.

A pesar de carecer de flagelos, estos organismos pueden
moverse lentamente sobre sustratos sólidos. El mecanis-
mo en los desmidios no se conoce y en las diatomeas la
locomoción se realiza por modificación del movimiento
ameboide. Poseen un orificio en la pared, el rafe, a través
del cual el protoplasma se adhiere al sustrato, empujando
a la célula. Grandes depósitos de paredes de diatomeas
se han acumulado y se usan como abrasivos y en filtros.

Distribución de las algas
La mayoría son organismos acuáticos, en donde habitan
en vida libre o asociadas simbióticamente con invertebra-
dos, como esponjas, corales, larvas, en cuyas células cre-
cen. En el suelo, su número es inferior al de las bacterias,
actinomicetes u hongos. Es precisamente su bajo núme-
ro, su nutrición autotrófica y su dependencia frente a la
luz, humedad y nutrientes minerales, que hicieron pensar
a los microbiólogos que su rol en los ecosistemas agríco-
las no era muy significativo.

Su desarrollo es visible a simple vista en la superficie de
suelos vírgenes o cultivados y su aislamiento es sencillo
en medio líquido, con sales minerales, a la luz. El enri-
quecimiento se puede seguir por el color de los pigmen-
tos. Los recuentos en suelos superficiales pueden variar
desde algunos miles a millones/gramo (biomasa entre 20-
40 kg/ha). Valores más altos se encuentran por períodos
breves, luego de una lluvia.

Nutrición
� fototrófas, la fotosíntesis es el mecanismo principal de

obtención de energía. Algunas especies requieren vita-
minas y en la naturaleza son las bacterias las que pro-
veen estos factores de crecimiento. Muchas algas tie-
nen un tipo mixto de metabolismo, pudiendo emplear
fuentes orgánicas. Aun en la luz, ciertas algas no pue-
den emplear CO

2
 como su principal fuente de carbono

y dependen de acetato u otras formas orgánicas. Este
hecho es causado por un defecto en la maquinaria foto-

sintética; si bien pueden obtener energía de su activi-
dad fotosintética, no pueden obtener el poder reductor
para convertir el CO

2
 en materiales celulares.

� osmotrófas, muchas algas que realizan fotosíntesis nor-
mal en la luz, pueden crecer en la oscuridad a expensas
de variedad de compuestos orgánicos, derivando su me-
tabolismo hacia la respiración. Las algas completamente
encerradas en pared celular dependen exclusivamente de
sustratos orgánicos disueltos en la oscuridad

� fagotrófas, aquellas células desprovistas de pared o
que no están completamente encerradas en ella, pue-
den predar  bacterias u otros microorganismos.

No es correcto, entonces, describir a las algas como gru-
po exclusivamente fotosintético, ya que muchos de sus
miembros unicelulares poseen las características nutricio-
nales de los protozoos y de los hongos. Los leucofitos

que se forman por la pérdida irreversible del cloroplasto,
son organismos no pigmentados derivados de grupos fla-
gelados, de diatomeas y de formas inmóviles de las algas
verdes unicelulares. No pueden fotosintetizar.

En el laboratorio, esta transición pudo ser demostrada
experimentalmente, en ciertas cepas de Euglena, al ser
tratadas con estreptomicina o cuando son expuestas a
pequeñas dosis de luz ultravioleta o a altas temperaturas.
La clasificación de los leucofitos es un problema difícil:
por su estructura pueden ser asignados a una división
particular de algas, como representantes no fotosintéti-
cos. Pero como son eucariotas unicelulares no fotosintéti-
cos, pueden ser mirados como protozoos, y son incluidos
entre ellos por los zoólogos. Constituyen un grupo de tran-
sición entre las algas y los protozoos.

Ecología
Los principales factores que inciden en la distribución de
las algas en el suelo son: la humedad, los nutrientes

minerales, el CO
2
 y la luz. El CO

2
 y los elementos nutriti-

vos no son limitantes. La luz determina la distribución de
los organismos fototrofos: las algas son más numerosas
en los 5-10 cm del perfil y disminuyen marcadamente con
la profundidad. Se pueden encontrar en horizontes más
profundos (103/g) llevadas por las prácticas culturales
(arrastre mecánico), por la fauna o el agua (nutrición he-
terótrofa o permanecen en estado latente).
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Se distinguen las esporangiosporas, originadas dentro
de estructuras especiales, el esporangio, como en Rhizo-

pus, Mucor y los conidios que se originan en extremos
de las hifas (externas) o bien lateralmente.

Los conidios pueden encontrarse en estructuras especia-
les (acérvula, esporodoquio) que los protegen dentro de
tejidos vegetales (se dan en general en hongos patóge-
nos).

Reproducción sexual
Comprende las tres etapas fundamentales:
� plasmogamia (unión de dos protoplastos y los núcleos

haploides)
� cariogamia (formación de un zigote diploide)
� división meiótica (reducción cromosómica).

Los hongos se dividen por su sexualidad en:
� hermafroditas (órganos + y - en el mismo talo)
� dioicos (en talos distintos)
� indiferenciados (no se diferencian los sexos).

Por su compatibilidad en:
� homotálico, cada talo es sexualmente autofértil y se

puede reproducir por sí mismo
� heterotálicos, que requieren la ayuda de otro talo com-

patible.

La reproducción sexual puede ser:
� heterogámica, con gametos morfológicamente diferen-

tes  y homotálicos (autofértil)
� isogámica (gametos iguales) y heterotálica (ubicados

en talos distintos).

Taxonomía
Los criterios empleados en la clasificación de este grupo
heterogéneo incluyen caracteres morfológicos casi exclu-
sivamente:
� naturaleza del micelio (tabicado o no)
� tipo de reproducción sexual

� naturaleza de las esporas asexuadas (internas en
gametangio) y externas (conidios) (cuadro 3 y
figura 6).

Cuadro 3-  Taxonomía de los hongos

División Subdivisión Clase

Mixomycota (hongos sin pared) Mixomycotina Acrasiomycetes (mohos muscilaginosos
unicelulares)
Plasmodiophoromycetes (parásitos)

Eumycota (hongos con pared) Mastigomycotina (esporas Chrytridiomycetes
asexuales flageladas) Oomycetes (antiguos Phycomycetes)

Zygomycotina (miceliales, Zygomycetes, por lo general saprofitas
cenocíticos, esporas asexuales Trichomycetes (parásitos en
en esporangio) intestino de artrópodos)

Ascomycotina (micelio septado Hemiascomycetes, levaduras o mice-
o levaduras, esporas asexuales liales, asca no encerrada en ascocarpo
no se forman en esporangio, Euascomycetes: miceliales, ascas en
esporas sexuales en ascas ascocarpo

Hemiascomycetidae Basidiomycotina: micelio septado Teliomycetes, sin basidiocarpo:
o levaduras royas y carbones
Esporas asexuales como Hymenomycetes: basidiocarpo,
Ascomycotina. seta basidio descubierto

Gasteromycetes: basidiocarpos que
encierran basidios

Deuteromycotina: micelio septado Hyphomycetes antiguos
o levaduras, esporas asexuales Deuteromycetes
como Ascomycotina
No hay reproducción sexual
o se desconoce
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Figura 1- Algas unicelulares y filamentosas

� naturaleza química de la pared, si está presente

� los materiales orgánicos de reserva

� la naturaleza de los pigmentos fotosintéticos

� la naturaleza y posición de los flagelos, en el caso
de algas  móviles

� estructuras reproductoras

El cuadro 1 muestra las divisiones de  las  algas.

Las divisiones no son equivalentes en lo relacionado al
rango de estructura de sus integrantes. Por ejemplo, Eugle-

nophyta consiste enteramente en organismos unicelula-
res organizados en colonias simples, mientras que las
Phaeophyta (algas pardas) son enteramente organismos

multicelulares, de aspecto de planta. El mayor y más va-
riado grupo es el de las algas verdes (Chlorophyta), de
los cuales se originaron probablemente las plantas, inclu-
ye organismos unicelulares y hasta multicelulares con
aspecto de vegetal.

Cuadro 1- Principales grupos de algas

Grupo Características de los pigmentos, pared celular, materiales

de reserva, nº y tipos de flagelos, organización celular

Chlorophyta

algas verdes clorofila a y b, celulosa, almidón, 2 flagelos, unicelulares
filamentosas, de gran tamaño

Euglenophyta

euglenoides a y b, sin pared, paramilón y grasas, 1, 2, 3  flagelos por
fotosintéticos célula, unicelulares

Phyrrophyta

dinoflagelados a y c  y carotenoides especiales, celulosa, almidón y aceites,
2 flagelos diferentes en forma y posición, la mayoría
unicelulares, pocas filamentosas

Chrysophyta

Algas amarillo- a+/-c y carotenoides especiales, 2 mitades superpuestas
verdosas, de  sílice, otras sin pared, aceites, 2 flagelos por célula,
diatomeas unicelulares, filamentosas, cenocíticas

Phaeophyta

algas pardas, a y c, carotenoides especiales, celulosa y algina, grasas y
dinoflagelados luminarina, 2 flagelos de distinta longitud, pluricelulares

Rhodophyta

algas rojas a, ficobilinas, celulosa, almidón, s/flagelos, unicelulares,
(Plantae) pluricelulares con forma de planta

Es muy extensa la laguna biológica que existe entre las
cianobacterias y las algas. En cambio, las plantas supe-
riores presentan relación con las algas verdes: la disposi-
ción específica de los pigmentos en el cloroplasto, las
paredes celulares con celulosa y la capacidad de almace-
nar almidón.

La mayoría de las algas multicelulares son inmóviles en
estado maduro. Sin embargo en su reproducción, frecuen-
temente se forman esporas móviles, ya sea asexuales
(zoosporas) o gametos, lo que revela su relación con al-
gún grupo particular de flagelados unicelulares.

Varias divisiones de algas poseen miembros unicelulares
inmóviles o que se desplazan por mecanismos diferentes
a los flagelos. Los desmidios, miembros de las Chloro-

phyta, presentan células grandes, aplanadas, con simetría
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Myxomycota
Subdivisiones: Myxomycotina: clases como Myxomyce-

tes, sin pared celular, cuerpo ameboide (plasmodios de
vida libre), masa multinuclear de protoplasma sin pare-
des definidas. Diploides, fructifican dando oosporas fla-
geladas en la meiosis. Parecidos a los protozoos con
nutrición holozoica.

Eumycota
Hongos verdaderos, con paredes de celulosa o quitina,
estructura típicamente filamentosa, algunos unicelulares.
Reproducción sexual o asexual, esporas sin flagelos. Se
distinguen las clases:

a. Chytridiomycetes: variedad de talos, células móviles
con un solo flagelo posterior tipo látigo, acuáticos,
parásitos.

b. Oomycetes: hongos con micelio cenocítico bien desa-
rrollado, cuyas células móviles poseen dos flagelos
dirigidos en direcciones opuestas: uno de tipo látigo y
el otro cepillo. Reproducción sexual: se forma una es-
pora de resistencia (oospora) a partir de la oósfera
fecundada, con pared celulósica. Parásitos y saprófi-
tos acuáticos.

c. Zygomycetes: hongos saprófitos o parásitos con mi-
celio cenocítico o septado bien desarrollado. Repro-
ducción sexual por fusión de gametangios generalmen-
te iguales que forma una espora de resistencia (zigos-
pora). No producen células móviles.

d. Trichomycetes: hongos con talo cenocítico filamento-
so simple o ramificado adherido al tracto digestivo y
cutícula externa de artrópodos vivos. Reproducción
asexual por variedad de esporas. Reproducción sexual
conocida como en los Zygomicetes.

e. Ascomycetes: hongos que forman esporas dentro de
estructuras especiales en forma de saco (asca) como
resultado de la cariogamia y meiosis. Las ascas se pre-
sentan libres o en fructificación más generalmente en
el tejido infectado.

f. Basidiomycetes: hongos que forman esporas resul-
tantes de cariogamia y meiosis sobre la superficie de
estructuras especiales llamadas basidios.

g. Deuteromycetes: grupo en el cual se coloca a los hon-
gos que por su estructura general y reproducción
asexual se parecen a los Ascomycetes, pero no se ha
observado el estado sexual. También llamado Fungi

imperfecti, incluyen a numerosas levaduras.

Función en el suelo
Los hongos son activos degradadores de sustratos

carbonados y su rol esencial es la mineralización de fuen-
tes complejas de carbono, atacando gran volumen de re-
siduos con poco nitrógeno. Predominan así en suelos
pobres, sobre restos vegetales frescos y sobre todo en
plantas maduras donde la C/N puede ser muy alta.

Según los sustratos que emplean se distinguen los:
� hongos glucofílicos, sobre todo al estado de esporas

con alto poder germinativo y rápido crecimiento. Son
los primeros en atacar sustratos frescos; cuando las frac-
ciones fácilmente atacadas se agotan, el hongo fructifi-
ca y permanece en estado de latencia (Mucorales, Pe-

nicillum).
� hongos que degradan la lignina, las fracciones más

resistentes, sobre todo Basidiomycetes

� patógenos verdaderos; sólo una fracción pequeña de
los hongos que crecen o sobreviven en el suelo, como
Fusarium, Phytium, Ophiobulus, Rhizoctonia, Sclero-

tium, Verticillum.

Hongos patógenos del hombre pueden llegar al suelo,
sobre todo  en la zona tropical y la infección se genera-
liza fácilmente en la población. Una técnica común para
detectarlos y aislarlos es colocar una hebra de cabello
estéril en el suelo, el hongo lo coloniza, pues emplea la
queratina.
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Figura 6- Esporas  en hongos
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7 Los protistas superiores

Este grupo comprende a un conjunto muy diverso de or-
ganismos cuyo estudio ha sido abordado por distintas dis-
ciplinas: Ficología, Micología y Protozoología. Esta diver-
sificación se explica por el hecho de que los botánicos
reconocieron a las algas y a los hongos como plantas y
los zoólogos a los protozoos como animales. La caracte-
rística común es la presencia de célula eucariota, son por
lo tanto microorganismos eucariotas.

Actualmente se reconocen como microorganismos, orga-
nismos muy simples, que han permanecido a través de la
evolución adaptándose a las condiciones modernas. Los
representantes más especializados, como un alga de mar,
un ciliado, un moho, pueden ser asignados rápidamente
a las algas, protozoos y a los hongos, respectivamente.
Sin embargo, existen numerosos protistas superiores in-
cluidos arbitrariamente en algún grupo, como el caso del
género Euglena, ubicado entre las algas y los protozoos.

En términos generales:
Las algas pueden definirse como organismos con foto-
síntesis oxigénica y que poseen cloroplastos. Pueden ser
unicelulares, filamentosas o cenocíticas, algunas poseen
aspecto de planta debido al extensivo desarrollo multice-
lular, pero no se diferencian en tejidos ni órganos; por lo
general la especialización celular se da en el caso de la
reproducción. No deben confundirse con las cianobacte-
rias, que también realizan fotosíntesis oxigénica, pero que
son bacterias y evolucionaron como ellas.

Los protozoos y los hongos son organismos no fotosin-
téticos y la diferencia entre ellos es de carácter estructural;
los protozoos son predominantemente unicelulares y los

hongos, sobre todo cenocíticos, se desarrollan dando ori-
gen a una estructura filamentosa y ramificada, el micelio.

El cloroplasto es el organelo clave en las relaciones en-
tre los tres grupos. Se puede perder irreversiblemente,
dando origen a las algas incoloras o leucocitos, que se
desarrollan con nutrientes minerales simples, a la luz.  Así,
a partir de algas unicelulares, es fácil distinguir formas
que dependen de procesos fermentativos o respiratorios
para su nutrición, como los protozoos.

La separación es muy marcada entre algas y protozoos en
estructura celular y fisiología, pero a los evolucionistas les
resulta más difícil vincular a los protozoos con los hongos:
los primeros son uniformemente unicelulares y móviles y
los hongos predominantemente cenocíticos e inmóviles, y
su hábitat fundamental es el suelo. No obstante, es nece-
sario recordar que las formas primitivas son acuáticas y
poseen esporas flageladas (zoosporas). Para los hongos
del suelo, el viento es la principal forma de propagación.

Las algas

El suelo no es un hábitat óptimo para las algas (figura 1),
que prefieren los ambientes acuáticos. Sin embargo, la
ficoflora terrestre está integrada por numerosas especies
unicelulares y filamentosas, cuya distribución está ligada
a tipos pedológicos y a la cubierta vegetal. En condicio-
nes extremas, estos productores primarios (PP) de
materia orgánica pueden desempeñar un rol fundamen-
tal. La taxonomía que se emplea es la de los botánicos
(Talofitas) y se basa en propiedades celulares:
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� predatores:   muchos hongos se nutren de protozoos,
otros hongos, nemátodos. La hifa penetra en la presa,
disminuyendo la movilidad, el hongo digiere el conteni-
do celular y asimila las sustancias liberadas. Estos hon-
gos participan en el equilibrio biológico del suelo, limi-
tando el tamaño y actividad de ciertos grupos.

Los hongos participan en la humificación, degradando
restos de animales y vegetales.  Contribuyen a la agrega-

ción del suelo; la penetración de sus hifas permite com-
pactar agregados, unir partículas.

Algunos forman asociaciones simbióticas con raíces de
vegetales (micorrizas) que favorecen la nutrición vegetal.

Ecología
Los factores ecológicos más importantes son: nivel y na-
turaleza de la materia orgánica, pH, fertilizantes orgáni-
cos y minerales, humedad, aereación, temperatura, pro-
fundidad, estación del año y cubierta vegetal.

El número de hongos filamentosos varía directamente con
el contenido de materia orgánica. El agregado de restos
vegetales estimula la población fúngica y altera la compo-
sicón de la flora; ciertos géneros se hacen dominantes:
Penicillum, Trichoderma, Aspergillus, Fasarium, Mucor.
Algunas especies mantienen su número alto por períodos
relativamente largos, en medios ácidos los hongos son la
microflora dominante cuando se agrega materia orgánica
y el nivel de nitrógeno es adecuado.

El pH es uno de los factores principales que gobiernan su
actividad y composición. Muchas especies se desarrollan
en amplio rango de pH, en medio de cultivo lo hacen des-
de pH 2-3 hasta 9,0 o superior. Dominan en ambientes
ácidos por falta de competencia de bacterias.  Algunas
especies son más sensibles a la acidez que el resto de la
comunidad y la acidificación del suelo puede ser un méto-
do de lucha, cuando se trata de hongos fitopatógenos.
Otros hongos prefieren la neutralidad o bien ambientes
alcalinos. El óptimo como grupo se sitúa en la vecindad
de pH 6.

Humedad: si ésta es excesiva y la difusión del oxígeno
está limitada, los hongos son los primeros perjudicados

(método también empleado en la lucha contra fitopatóge-
nos). Como se observa en el cuadro 4, en condiciones de
sequedad, las especies que pueden esporular, lo hacen y
la mayor proporción de estructuras fúngicas las constitu-
yen las esporas. La humedad favorece la germinación de
éstas y el desarrollo del micelio.

Aireación: algunas especies pueden desarrollarse a ba-
jos niveles de O

2
, pero en general un extremo de la hifa

accede al aire. Son aerobios y su dependencia frente a
este gas explica su mayor concentración en los primeros
centímetros del suelo y su ausencia en niveles inferiores
en suelos mal drenados, en barros y estuarios. Las espo-
ras pueden soportar largos períodos de inundación; al dre-
nar el suelo, los hongos retornan rápidamente a su posi-
ción de importancia.

Cuadro 4 - Cambios poblacionales de hongos en
suelo de pastura  a  varios niveles de humedad

hongos (10
3
/g)

esporas
H% total hifas esporas % del total

8,9 99 60 39 79
18,9 142 113 29 20
24,2 149 133 16 10
27,1 173 153 20 12

Temperatura: la mayoría son mesófilos, pero el desarro-
llo termófilo no es infrecuente. En el suelo los termófilos
son escasos, pero son abundantes cuando la temperatu-
ra asciende por respiraciones (compost).

Profundidad: en suelos cultivados, los hongos son más
abundantes en las capas superiores, pero pueden alcan-
zar gran densidad en los horizontes B de pasturas (más
de 1 m), siguiendo la concentración de la materia orgáni-
ca: son cepas adaptadas a bajas concentraciones de O

2

o altas de CO
2
. El efecto de la profundidad sobre la abun-

dancia y composición de la flora fúngica está asociado
con la concentración de materia orgánica y la composi-
ción de la atmósfera del suelo.

Estación del año: los meses cálidos de primavera son
usualmente benéficos pero el excesivo calor y sequedad
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5) Señale dos o tres caracteres fisiológicos o bioquímicos
que aplicaría en el estudios de bacterias lácticas.

6) ¿Por qué se usan fragmentos de ARN en estudios filo-
genéticos?

7) ¿Qué importantes herramientas se emplean en estos
estudios de análisis de ácidos nucleicos?

8) ¿Por qué el concepto de especie resulta algo flexible
en el caso de bacterias?

117Microbiología: básica, ambiental y agrícola

del verano y los extremos de temperatura del invierno los
afectan.

La materia orgánica fluctúa con la estación, es más abun-
dante en otoño, el recuento tiende a ser alto en esta épo-
ca y en primavera y declina en períodos secos del vera-
no, aunque algunas localidades pueden tener ocasional-
mente comunidades activas en verano. La acción de los
hongos es baja en regiones con inviernos fríos.

La cubierta vegetal afecta cuali y cuantitativamente a la
ficoflora, algunas especies están asociadas a ciertas co-
munidades vegetales, mientras que otras no parecen afec-
tadas por ellas.

Levaduras

Si bien el término levadura no tiene significado taxonómi-
co, es muy empleado para designar a aquellos hongos de
estructura unicelular y que se reproducen por fisión bina-
ria o gemación. Los géneros más encontrados en el suelo
son: Cándida, Hansenula, Lipomyces, Pichia, Pullularia,

Rhodotorula, Saccharomyces, Sporobolomyces, Torula,

Zygosaccharomyces. (figura 7).

Ciertas cepas tolerantes a altos niveles de azúcares, ca-
paces de realizar activas fermentaciones, se describieron
en el suelo, pero no parecen ser habitantes normales, sino
que llegan a él con frutos y restos vegetales. Generalmente
se describen poblaciones de 103/g en áreas templadas, pero
no es posible correlacionar su número con características
climáticas o de suelo, y su rol en las transformaciones de
la materia orgánica o mineral no está definido.

Muchas levaduras realizan fermentación alcohólica de
azúcares y han sido empleados desde la antigüedad
por el hombre. Pertenecen a las tres clases de hongos
superiores: Ascomycetes, Basidiomycetes y Deute-

romycetes.

Saccharomyces cerevisiae, principal agente de la fermen-
tación alcohólica, es una levadura ascomicete. En cierto
estado de su desarrollo la gemación cesa y la célula ve-
getativa se transforma en un asco, cada una con 4 ascos-

poras. La formación del zigote tiene lugar en un momento
particular de su ciclo de vida, inmediatamente después
de la germinación de las ascosporas haploides: pares de
éstas se fusionan para formar células vegetativas diploi-
des. El estado diploide se mantiene en todo período de
desarrollo vegetativo y la meiosis ocurre inmediatamente
antes de la formación de las ascosporas.

Otras levaduras ascomicetes forman zigotes por fusión
entre células vegetativas inmediatamente antes de la for-
mación de ascosporas, que al germinar dan lugar a la pro-
genie vegetativa haploide.

Levaduras del género Sporobolomyces forman basidios-
poras y en este caso toda la célula vegetativa se transfor-
ma en un basidio. La descarga de basidiosporas es un
proceso violento, y las colonias se detectan rápidamente
en cajas incubadas en posición invertida, la tapa de la
caja se cubre con las esporas descargadas formando una
imagen como el espejo de la colonia sobre el agar.

La mayoría de las levaduras del suelo se multiplican sola-
mente por gemación: Cándida, Cryptococcus, Rhodoto-

rula, Torulopsis, Trichosporon. Son poco numerosas en el
suelo y para ponerlas en evidencia es necesario emplear
técnicas de enriquecimiento en medios selectivos
(103-104/g). Son abundantes en suelos con vid, llegan a
ellos desde la superficie de frutos (especies activamente
fermentadoras) y pueden subsistir poco tiempo en el sue-
lo, excepto las ascosporas más resistentes.

Las levaduras típicas del suelo serían especies distintas
a las epifitas, pero se conoce poco sobre sus fluctuacio-
nes y su repartición; se sabe que son abundantes en sue-
los ricos en materia orgánica fresca o poco descompues-
ta, y también en los mantillos forestales. En suelos turbo-
sos pueden representar hasta un 50% de la población to-
tal (entre 20 y 50 cm de profundidad). Se explica esta dis-
tribución por la aptitud a desarrollarse en anaerobiosis
(cuando fermentan).

El efecto de la vegetación se manifiesta del punto de vista
cuali y cuantitativo; ciertos especies estimulan preferen-
cialmente a algunos géneros, la rizosfera es también un
ambiente favorable a su multiplicación.
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Cuadro 13- Esquema de la organización del
Bergey Manual of Systematic Bacteriology (2001)

Rango taxonómico y Sección Géneros representativos

Volumen 1: Archaea, Cianobacterias,
Protótrofos y géneros muy ramificados
Archaea, reino: Crenarchacota
13 Secciones. Algunas de ellas:
Metanógenos Methanobacteruim
Halobacterias Halobactium, Halococcus
Géneros muy ramificados
Eubacterias
Sección XIII: Prochloron y Cianobacterias Prochloron, Oscillatoria, Anabaena,

Nostoc
Sección XIV: Chlorobia Chlorobium.

Volumen 2: Proteobacterias
Reino: Proteobacteria Rhodospirillum, Rickettsia, Cualo-

bacter, Rhizobium,
Sección XV: α-Proteobacteria Nitrobacter, Methylobacterium,

Beijerinckia,Hyphomicrobium.
Sección XVI: β-Proteobacteria Neisseria, Burckholderia, Alcalige-

nes, Nitrosomonas, Thibacillus.
Sección XVII: γ-Proteobacteria Chromatium, Leucothrix, Pseudo-

monas, Azotobacter
Vibrio, Escherichia, Klebsiella,
Proteus, Salmonella, Shigella,
Yersinia, Haemophilus.

Sección XVIII: ∆-Proteobacteria Desulfovibrio, Bdellovibrio, Myxoc-
cus, Heliobacter.

Sección XIX: ¤- Proteobacteria Campylobacter, Helicobacter.

Volumen 3: Grampositivas de bajo
contenido en G*C
Sección XX: Clostridia y afines Clostridium, Eubacterium, Desul-

fotomaculum,
Veinonella,Haloanaerobium.

Sección XXI: Mollicutes Micoplasma, Ureaplasma, Spiro-
plasma.

Sección XXII: Bacillus y Lactobacillus Bacillus, Thermoactinomyces,
Lactobacillus,
Streptococus, Enterococcus,
Listeria, Staphylococcus.

Volumen 4: Grampositivos con alto
contenido en G+C
Sección XXIII: Clase Actinobacteria Actinomyces, Micrococcus, Arthro-

bacter,
Corynobacterium, Mycobacterium,
Nocardia,
Actinoplanes, Propionibacterium,
Streptomyces, Frankia, Bifidobac-
terium, Thermomonospora.

Volumen 5: Plantomicetos, Planctomyces, Chlamydia
Espiroquetas, Fibrobacter,
Bacteroides y Fusobacterias
Sección XXIV: Planctomicetes,
Clamidias y afines
Sección XXV: Espiroquetas Spirochaeta, Borrelia, Leptospira
Sección XXVI: Fibrobacter Fibrobacter
Sección XXVII: Bacteroides Bacteroirdes, Porphyromonas,

Prevotella
Sección XXVIII: Flavobacterias Flavobacterium
Sección XXIX: Esfingobacterias, Sphingobacterium, Flexibacter,
Flexibacterias y Cytophaga Cytophaga

Sección XXX: Fusobacterias Fusobacterium.

Los 5 tomos presentan mucha información ecológica y
las especies patógenas se encuentras dispersas en los 5
volúmenes, en un ordenamiento filogenético. Un breve
resumen incluye:

Volumen 1: Archaea, cianobacterias, prototrófos verdes
y géneros muy ramificados.

Volumen 2: Proteobacterias
Volumen 3: Gram positivos con bajo contenido en

G + C
Volumen 4: Gram  positivos con alto contenido de

G + C
Volumen 5: Plantomicetes, Espiroquetas, Fibrobacter,

Bacteroides, y Fusobacterias.

Se incluye también en este volumen una sección que ac-
tualiza las descripciones y las relaciones filogenéticas re-
visadas desde la publicación del volumen 1.

Bibliografía

ASM Methods for General and Molecular Bacterio-

logy, 1994.
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The prokaryotes, 2nd ed. 1992.

Preguntas de repaso

1) Resuma las ventajas de emplear las características
morfológicas, fisiológicas/metabólicas, ecológicas,
genéticas y moleculares, en la clasificación e iden-
tificación.

2) Se le presenta el caso de dilucidar si dos aislamientos
de bacterias aisladas de nódulos de trébol son de la
misma especie. ¿Qué caracteres les determinaría?
¿En qué momento usaría estudios de su ADN?

3) Conceptos de: taxonomía y filogenia.
4) ¿Qué se entiende por caracteres morfológicos?

¿Resultan más útiles en estudios taxonómicos de
bacterias o de hongos? ¿Por qué?
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Rol en el suelo
No es bien conocido: se los considera como organismos
glucofílicos relacionados a la materia orgánica poco trans-
formada, utilizan nitratos y azúcares simples u oligosacá-
ridos, pero son incapaces de degradar glúcidos comple-
jos, tal vez con excepción de las pectinas. Las levaduras
del género Lipomyces parecen una excepción ya que pue-
den desarrollarse a débiles dosis de nitrógeno, con lo que
pueden degradar mucho más carbono orgánico, y pare-
cen favorecidas por ácidos húmicos. En la naturaleza se
las encuentra frecuentemente asociadas a bacterias fija-
doras de N

2
 aerobias, sobre las que ejercen efecto esti-

mulante.

Bibliografía
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ganisms 2000 Prentice Hall International.
Prescott-Harley-Klein, Microbiología, 1999 Mc Graw-Hill

Interamericana.
www.fagro.edu.uy/microbiología/protistas superiores

Preguntas de repaso

1) Señale algunas importantes funciones que llevan
a cabo las algas en los ecosistemas naturales.

2) Idem para los protozoos.
3) Idem para los hongos.
4) Relaciones de los hongos con la materia orgáni-

ca.
5) Aplicaciones biotecnológicas de los hongos.
6) Usos de las levaduras por el hombre.
7) ¿Cómo serían las relaciones evolutivas entre los

protistas eucariotas?
8) ¿Cuál es el organelo considerado clave en la evo-

lución?
9) ¿Cómo cultivaría algas a gran escala?

10) ¿Cómo lo haría con protozoos?
11) ¿Y con hongos?

Figura 7- Células de levaduras gemando (seudomicelio)
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* pared: la molécula del peptidoglicano se encuentra
presente en todas las bacterias excepto los  grupos
Planctomyces y Mycoplamas

* membrana externa de la pared procariota: el análisis de
sus  lipopolisacáridos es muy usado en la actualidad

* membrana citoplasmatica: los ácidos grasos, acidos
micólicos presentes en un grupo de bacterias Gram
positivas (Actinomicetes), los pigmentos carotenoides
de las  bacterias fototrofas anoxigénicas

* cadena de transporte electronico: citocromos, quinonas
* sistema fotosintetico: bacterioclorofilas
* citoplasma: poliaminas en bacterias metanogénicas y

Gram negativas, perfil proteico, perfil enzimático (multi-

locus).

En resumen: se han planteado algunas de las dificultades
encontradas en el desarrollo de un árbol filogenético univer-
sal. Los mejores resultados se obtendrán si se emplean to-
dos los datos posibles, tanto moleculares como fenotípicos,
para el análisis (ejemplo en la taxonomía polifásica). La ma-

yoría de los microbiólogos emplean árboles derivados de
análisis de secuencias de la fracción 16S del ARN ribosomal.
Pero es necesario tener en cuenta que estos árboles pueden
cambiar a medida que se realicen y analicen nuevos datos.

Apéndice

La última edición del Manual Bergey
Ha habido un progreso considerable en el dominio de la
taxonomía bacteriana desde 1984, fecha de la publica-
ción del primer volumen del Bergey´s Manual of Systema-

tic Bacteriology. El número de especies  descriptas se ha
duplicado y hay más de 170 géneros nuevos, gracias a la
secuenciación del ARN ribosomal, del ADN y de las pro-
teínas.

La segunda edición del Manual Bergey  (2001) es funda-
mentalmente filogenética en lugar de fénica (figura 3 y
resumen en cuadro 13) (Prescott et al., 1999).

Figura 3- Filogenia en Eubacteria: árbol basado en comparaciones del segmento 16S del ARN ribosomal
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Cuadro 12- Comparación entre Bacterias, Archaea y Eucarya

Característica Bacteria Archaea Eucarya

Peptidoglicano si no no
Lípidos de la membrana Enlaces éster Enlaces eter Enlaces éster
Ribososmas +ARN iniciador 70S 70S 80S

formilmetionina metionina metionina
Intrones en ARNt no si si
ARN polimerasa Una (4 subunidades) Varias (8-12 subunidades) Tres (12-14 sub-

unidades)
Ribosoma sensible a:
Toxina diftérica No Sensible Sensible
Cloranfenicol Sensible No No
Kanamicina ” ” ”
Estreptomicina ” ” ”

Otras aproximaciones taxonómicas

La taxonomía numérica, es empleada desde 1957 para
efectuar agrupamientos entre vegetales, animales y se ex-
tendió rápidamente al estudio de las bacterias y se carac-
teriza por:

• La agrupación de unidades taxonómicas o taxones por
métodos numéricos

• Se basa en la determinación de un gran número de
caracteres, todos ellos con el mismo peso relativo:
flagelos, tipos de colonias, velocidad de crecimiento,
pigmentos

• La similitud es función de la proporción de caracteres
comunes

Ejemplo de aplicación de la taxonomía numérica en la
comparación de dos cepas bacterianas por caracteres
fenotípicos (determinación de un gran número de ellos).

Se determina el coeficiente de semejanza =     a + d
                                                          a + b + c  + d

a: número de caracteres positivos en ambas cepas
b: número de caracteres positivos sólo en cepa 1
c: número de caracteres positivos sólo en cepa 2
d: número de caracteres negativos en ambas cepas

Otra aproximación más moderna es la taxonomía polifá-

sica que busca el consenso en la integración de distintos
tipos de caracteres:

* Fenotípicos: - clásicos (igual que en taxonomía
clásica)

- marcadores quimiotaxonómicos (perfil
de ácidos grasos, de proteínas, etc.)

* Genotípicos: - clásicos: %  G+C,  hibridación
DNA-DNA

- nuevos: perfiles moleculares por res-
tricción o por amplificación

* Filogenéticos: basados en el reconocimiento del gen
del fragmento 16S del  rARN

Marcadores taxoquímicos: La detección y cuantificación
de numerosas moléculas presentes en los microorganis-
mos se han empleado mucho en estudios taxonómicos y
filogenéticos a pesar de que requieren análisis químicos
con equipamiento especializado, no son universales, pero
resultan muy útiles dentro de algunos grupos y presentan
alto grado de discriminación.

Estas moléculas están presentes en distintas estructuras
celulares, como son:

Lillian Frioni120
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8
Ecología microbiana y métodos

de estudio
Procesos microbianos en los ciclos biogeoquímicos

La ecología microbiana estudia las propiedades y el com-
portamiento de los microorganismos en su ambiente na-
tural, sea el suelo, aguas, alimentos, animales (cuadro 1)
y su estudio interesa a los investigadores por muchos as-
pectos de dominio público (cuadro 2).

Cuadro 1- Estudios en ecología microbiana

� amplio rango de organismos tanto macro como
microorganismos

� tipos encontrados en distintas situaciones, asì
como su número y diversidad

� las actividades realizadas por los organismos en
el suelo y sus efectos en la fertilidad en el creci-
miento vegetal

� las interrelaciones entre organismos, con las plan-
tas y los animales y con el ambiente.

El término ambiente se refiere a todo lo que rodea a un
organismo: los factores físicos, químicos y biológicos. Los
microorganismos desempeñan roles más importantes de
lo que podría inferirse por su pequeño tamaño. Desde una
perspectiva ecológica los microorganismos son parte de
las comunidades de los llamados ecosistemas. Cada or-
ganismo en un ecosistema interactúa con su entorno mo-
dificando marcadamente en algunos casos las caracte-
rísticas del ecosistema.

La ecología microbiana estudia las interrelaciones entre
los microorganismos y el ambiente y determina las leyes
generales que gobiernan estas interacciones. Se puede
dividir en dos aspectos:

Sinecología: que analiza las interacciones en un
determinado lugar, considerando las especies, los
factores bióticos y abióticos en ese lugar (suelo, mar,
estanque).

Autoecología: en contraste con la anterior, comprende
el estudio de una especie y el efecto que sobre ella en
particular ejerce el ambiente (ejemplo: estudio de una
cepa de Rhizobium, de patógenos vegetales, etc.)

Nociones de jerarquía ecológica
Ecosistema: es el sistema limitado en el espacio consti-
tuido por el conjunto de condiciones energéticas, físicas,
químicas y biológicas que rodean a estos organismos

Cuadro 2- Temas de interés en ecología
microbiana

Polución ambiental

� Detergentes biodegradables, contaminación
de canales, cauces de agua, derrames de petróleo

� Polución por nitratos en aguas subterráneas, abo-
nos orgánicos, zonas de agotamientos de O2

Liberación de microorganismos alterados por

ingeniería genética

� Daños por el congelamiento, biorremediación,
fijación del nitrógeno

� Metano a partir de residuos
� Resistencia a los antibióticos
� Vida microbiana en ambientes inusuales
� Calentamiento global y sus consecuencias
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La mineralización, pasaje de formas orgánicas a minera-
les, es un proceso muy general y ocurre prácticamente en
todas las condiciones ecológicas.  En efecto, no hay sus-
tancia orgánica de origen biológico que no sea degrada-
do por algún grupo de microorganismos en ambientes
naturales. Existen sustancias naturales de mineralización
muy lenta, llamadas recalcitrantes, caso de la lignina,
algunos biocidas naturales, el humus. Numerosas sustan-
cias orgánicas producto de las actividades del hombre lle-
gan a los ecosistemas naturales y son muy difícilmente
degradadas, caso de los pesticidas. Estas sustancias que
producen serias poluciones, se denominan xonobióticas

(capítulo 22).

Se habla de inmovilización cuando las sustancias inor-
gánicas son asimiladas por los microorganismos para
integrarlos a su biomasa (proteínas, fosfolípidos, etc.). Se
produce una competencia con las plantas y animales,
quienes pueden sufrir carencias temporales. La biomasa
microbiana a su turno será biodegradada y los nutrientes
vuelven a formas inorgánicas.

� Oxidación-reducción

reducción

(r)

Sustrato        Sustrato reducido

(SO
4
=, NO

3
–, oxidación (S=, NH

4
+, CH

4
, H

2
O

CO
2
, ác. org.) (o) azúcares)

Numerosos procesos de este tipo involucran a elemen-
tos importantes para ecosistemas naturales (C,N,S,P,Fe)
como la nitrificación, sulfooxidación, desnitrificación,
sulfatorreducción, metanogénesis, oxidación y reducción
de compuestos con hierro, carbonados, etc. Las plantas
dependen de muchos de estos procesos para obtener
los nutrientes asimilables a partir de la reserva orgánica
del suelo (humus), si no existen aportes exógenos. Es-
tos cambios en el estado de oxido-reducción de ciertos
elementos, que pueden realizarse tanto en aerobiosis
como en anaerobiosis, son procesos muchas veces ge-
neradores de energía para el microorganismo y en algu-
nos casos pueden convertir a los elementos en formas

no disponibles para los cultivos e incluso conducirlos a
gases, que se pierden en la atmósfera.

Ejemplos:
materia orgánica + NO

3
–   CO

2
, H

2
O, N

2
 (N

2
O)

gases a la atmósfera

� Fijación-volatilización

Fijación
(f)

Sustancia gaseosa Sustancia no gaseosa

Volatilización
(v)

La fijación es la conversión de sustancias volátiles en no
volátiles y los ejemplos más típicos son:
� fijación biológica del C (fotosíntesis o quimiosínte-

sis)

� fijación biológica del nitrógeno (FBN), muchas ve-
ces realizados en la misma célula (cianobacteria y bac-
terias fotosintética fijadoras de N

2
):

Fotosíntesis bacteriana: CO
2
 + SH

2
→(CH

2
O)n + Sº + H

2
O

                                              gas       no gaseoso

        8e–, 8H+

FBN N
2

 2 NH
3
  + H

2

gas  nitrogenasa

 NH
3
 + esqueletos carbonados aa proteínas

(no gaseosos)

La volatilización es un proceso físico que puede llevar a
la atmósfera productos formados por vía biológica. Un
ejemplo es el caso del amonio producido por amonifica-
ción, que en suelos alcalinos, de baja capacidad de inter-
cambio catiónico, puede perderse a la atmósfera. Otros
ejemplos son las pérdidas de nitrógeno como N

2
, N

2
O,

por desnitrificación. Compuestos azufrados se pueden
perder también como H

2
S, mercaptanes, etc.

� Solubilización-precipitación
La solubilización es un proceso muy importante ya que per-
mite hacer disponible a muchos elementos  insolubles, como

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤ ➤

 ➤

 ➤  ➤
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(ambiente). La energía penetra a los ecosistemas sobre-
todo en forma de luz solar y los organismos fototrófos la
emplean para sintetizar nueva materia orgánica. Esta con-
tiene todos los elementos (C, N, S, P, Fe, etc.) y cuando el
organismo muere se libera la energía de sus constituyen-
tes químicos que queda disponible para el ecosistema
permitiendo el desarrollo de nuevos organismos. Estos
realizan importantes procesos de síntesis y degradación,
los autótrofos generan materia orgánica a partir de CO

2
 y

los otros son organótrofos y participan en la biodegrada-
ción y reciclado de la materia orgánica e inorgánica.

Se define para los elementos un ciclo biogeoquímico,
en el cual el elemento experimenta cambios en su estado
físico y de de oxido-reducción a medida que se mueve en
el ecosistema.

El término ecosistema puede aplicarse a conjuntos de
extensión variable:
� microecosistema, como un cultivo microbiano, agrega-

do de un suelo
� macroecosistema complejo, por ejemplo, un océano
� mesoecosistema, como el estudio de un suelo, un es-

tanque y su vegetación

Comunidad o biocenosis: está constituida por todos los
organismos que habitan el ecosistema.

Población: está formada por las especies u organismos
de tipo distinguible, por ejemplo la población de bacterias,
de esporulados.

Individuo: componentes únicos de la población: células,
hifa, cuerpo de reposo de hongo, espora microbiana.

Resumiendo, un ecosistema está integrado por:
� comunidad o biocenosis - poblaciones - individuos
� factores abióticos

Los microorganismos se encuentran en ambientes extre-
mos, la diversidad es enorme y especies de bacterias,
algas, hongos, protozoos, se aíslan en todos los tipos de
suelos, en alimentos, aguas, restos orgánicos, animales.
Sus funciones son variables, algunas se resumen en el
cuadro 3.

La proporción relativa de las distintas especies está afec-
tada en cierto grado por el ambiente: los hongos dominan
en medios ácidos de bosques, las bacterias predominan
en suelos inundados, los actinomicetes en ambientes se-
cos, las algas son las primeras colonizadoras en suelos
quemados, erosionados, cuando éste se humedece.

Cuadro 3- Actividades de los microorganismos
del suelo

� reciclan nutrientes unidos inicialmente a la frac-
ción orgánica del suelo

� cambian el estado de disponibilidad de elemen-
tos específicos para las plantas

� compiten con las plantas y entre ellos por los nu-
trientes esenciales para el crecimiento

� pueden realizar simbiosis con plantas, incremen-
tan la capacidad de éstas para adquirir N o P

� son importantes agentes de biorremediación en
ambientes contaminados

� pueden actuar como agentes de biocontrol de fito-
patógenos

A pesar de su gran ubicuidad (los microorganismos son
fácilmente transportados y dispersados, su tiempo de ge-
neración es generalmente corto y existen todos los tipos
metabólicos), las comunidades de un ecosistema son ca-
racterísticas: el investigador, cuando busca un determi-
nado microorganismo, no  analiza todos los ecosistemas,
sino que tiene idea aproximada sobre donde hallarlo. Esto
se debe a que el ambiente regula la composición de la
comunidad bajo la presión de los factores físicos, quími-
cos y biológicos.

El ambiente interactúa con el microorganismo y se llega a
un equilibrio dinámico, ya sea naturalmente, por cam-
bio de estaciones, por ejemplo, o artificialmente, por prác-
ticas agrícolas como arado, aplicación de pesticidas, abo-
nos, etc.

El ambiente selecciona a las especies que se adaptan a
las condiciones propias del ecosistema.

Del punto de vista ecológico, los habitantes de una comu-
nidad se pueden agrupar en: indígenas o autóctonos e
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con gran precisión, mientras que se requieren 102-103

células/g suelo para su detección por otras técnicas.
que no obligatoriamente todas las etapas deben cumplir-
se en un ecosistema dado. Así, la nitrificación de sales
amoniacales puede detenerse por falta de oxígeno, el pH
puede limitar la entrada del N

2
 a la tierra por fijación bioló-

gica, la solubilización de fosfatos puede inhibirse por es-
casa actividad biológica.

Los microorganismos actúan sobre la materia orgánica y
mineral  con el propósito de obtener:
� energía

� subunidades para sus macromoléculas

Figura 10- Determinación de la estructura de una comunidad
bacteriana basada en el análisis de los ácidos nucleícos

Hibridación con sondas marcadas

ADN-ADN
o ARN-ADN

in situ

células

ADN o ARN células

Membrana
con ácidos
nucleicos
desnatura-
lizados

hibridación
ADN marcado -
simple hebra

lavado
(elimina el ADN
no fijado

Lectura de la
señal retenida
(radioactividad,
fluorescencia)

cuantificación Fluorescent In Situ Hybridization

(Fish)

Ciclos biogeoquímicos de los elementos

Los microorganismos participan en las transformaciones
de los elementos en la naturaleza. Si bien cuando un sus-
trato complejo llega a un ambiente particular, aguas, sue-
los, aire,  comienza a degradarse en su globalidad, es
frecuente realizar el estudio en base a los ciclos bio-

geoquímicos de los distintos elementos. Así, realiza-
remos esta abstracción mental para estudiar las transfor-
maciones que sufren los compuestos carbonados, nitro-
genados, azufrados, fosforados, con hierro, etc., en com-
binaciones orgánicas e inorgánicas, en ecosistemas natu-
rales, en particular en el ecosistema suelo-planta-hombre.

Un ciclo biológico abarca todas las posibles vías que un
elemento puede seguir en la naturaleza (figura 11) aun-

Figura 11- Esquema general de un ciclo biogeoquímico

Procesos microbianos

En las transformaciones microbianas de la materia orgá-
nica y mineral encontramos una serie de procesos simul-
táneos y opuestos que podemos resumir en los siguien-
tes 4 pares de procesos.

vegetales fijación animales
atmósfera

CO
2
, N

2
, N

2
O, CH

4
, H

2

volatilización

oxidación
minerales oxidados minerales reducidos

reducción

precipitación
minerales insolubles minerales solubles

solubilización

inmovilización mineralización

fijación materia orgánica

biomasa microbiana

restos vegetales, animales

HUMUS
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�  Mineralización inmovilización

Mineralización
(m)
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invasores o alóctonos. Estos últimos, llamados zimó-

genos por Winogradsky (1924), crecen rápidamente cuan-
do están disponibles sustratos ricos en energía  (pajas,
abonos), los autóctonos son los microorganismos que
colonizan los materiales más recalcitrantes que quedan
luego de un ataque primario.

Criterio de autoctonía: posibilidad de aislamiento repe-
tido de la especie en distintas muestras de un mismo
ecosistema, habilidad para usar los nutrientes comunes
del medio y para soportar variaciones del ambiente, alta
densidad del organismo, que será mayor en lugares con
abundantes nutrientes y condiciones favorables como
en el suelo en la vecindad de raíces (aspecto cuantitati-
vo).

Otra aproximación de clasificación basada en caracte-
rísticas de crecimiento es la de la escuela japonesa que
distingue:

� oligotrofos, que crecen mejor a bajas concentracio-
nes de sustrato que en altas. Estos microorganismos
se distinguen de los que crecen usualmente en me-
dios de cultivo con altas concentraciones de nutrien-
tes, que se llaman,

� copiotrofos, que en general coinciden con los zimóge-
nos.

Una comunidad puede ser poli o monopoblacional. Por
ejemplo polipoblacional, en el suelo, en una laguna, en el
desierto, en cambio, una comunidad integrada por un pa-
tógeno vegetal es monopoblacional; estas cualidades re-
flejan el aspecto cualitativo de la comunidad.

Especie dominante: es la que exhibe una alta población
o abundancia de filamentos. En general, la comunidad
puede poseer dos o más especies codominantes.

Habitat : Es un área que posee cierto grado de uniformi-
dad y cuyas características se supone que son de signifi-
cado ecológico: superficie de una hoja, plantas o anima-
les, el mar, una parcela de suelo fértil, porción de arena
de desierto, etc. Su tamaño varía. Denota un conjunto de
condiciones favorables o desfavorables para la vida, y es
más específico que el término ambiente.

Las superficies son de importancia considerable como
habitats microbianos, los nutrientes se pueden concen-
trar sobre ellas y estimular el desarrollo de numerosas
especies. Se emplean portaobjetos solos o con algún adi-
tivo nutritivo, enterradas en el suelo o sumergidas  en
aguas. Luego de algún tiempo se aprecia en el microsco-
pio la formación de microcolonias, que se adhieren a la
película, muy semejantes a las que se forman en superfi-
cies naturales (biofilms).

Nicho ecológico: Interesa conocer las actividades de los
microorganismos. El que un organismo esté presente en
un ecosistema no quiere decir que esté activo. Así, una trans-
formación bioquímica específica es una buena prueba de
que el grupo existe y está activo. Se aplica el término nicho

a las funciones que el organismo realiza. El ambiente es
como la dirección y el nicho la función del organismo.

Los microorganismos en la naturaleza

Los microorganismos se encuentran en todos ambientes
naturales. En muchos de ellos, donde los organismos supe-
riores están ausentes, debido a extremos físicos o químicos,
gran variedad de microorganismos existen y se desarrollan
como en los casos de acidez extrema, desecación, salini-
dad. Los factores del ambiente afectan a los microorganis-
mos en la naturaleza tanto como lo hacen en el laboratorio.
En ambientes naturales, en general, es el nivel y la naturale-
za de los nutrientes disponibles, quien determinará los nive-
les de crecimiento bacteriano. Como estos niveles son en
general mucho menores que en el laboratorio, la producción
de células en la mayor parte de los ambientes naturales es
menor que en los cultivos de laboratorio.

En la naturaleza los microorganismos sufren períodos de
abundancia (restos de cultivos, animales muertos), se-
guido de períodos de limitación, en los cuales aprove-
chan de los polímeros intracelulares de reserva (ácido poli
β-OH-butírico, polifosfatos, etc.). Son escasos los perío-
dos de crecimiento exponencial.

Por ejemplo, el tiempo de generación de Escherichia coli

en el intestino es de unas 12 horas (dos duplicaciones por
día), mientras que en el laboratorio puede ser de sólo 20
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ducción endógena de GUS. Puede utilizarse la hibridiza-
ción de ADN para detectar estos marcadores fenotípicos.

1 2 3 4 5 6

Figura 9- Perfil de plásmidos de rhizobios aislados
de nódulos (arriba) y las hibridizaciones

correspondientes (abajo).

El uso de marcadores que codifican  para la proteína luci-

ferasa se ha extendido mucho ya que la formación de luz
es fácilmente detectable. El gen lux emite luz vía la activi-
dad luciferasa sobre el sustrato luciferina: la actividad pue-
de medirse en medio de cultivo sólido o líquido (Rhizo-

bium meliloti por siembra de contenidos nodulares, auto-
radiografía y visualización directa de colonias luminiscen-
tes), o aún en muestras de suelo o aguas.

El avance en la puesta a punto de todas estas técnicas
moleculares ha facilitado el seguimiento de un microorga-
nismo en ambientes altamente colonizados, como la ri-
zosfera, restos orgánicos en degradación y seguramente
conducirá a importantes avances en los estudios de inte-
racciones entre microorganismos y entre microorganismos
con plantas, animales y el hombre.

Numerosas técnicas se emplean para evaluar la actividad
biológica en ambientes naturales, algunas son aplicacio-
nes de determinaciones clásicas de la microbiología y otras
incursionan en técnicas moleculares y taxoquímicas que
permiten el análisis de las comunidades de ecosistemas
sin el cultivo previo de los microorganismos activos. Es-
tas técnicas se correlacionan en general con parámetros
físicos, químicos y biológicos empleados.

La información sobre secuencias del ADN y del ARN de
numerosos organismos (bacterias, hongos y se extiende
a los virus) crece muy rápidamente, con el empleo de
técnicas basadas en empleo de sondas y tecnologías que
aplican PCR.

Se determinan también actividades enzimáticas asocia-
das a organismos particulares. Estas técnicas permiten
también detectar organismos que no han podido ser ais-
lados y cultivados en el laboratorio. Los procedimientos
en el suelo mismo traen aparejado problemas de conta-
minación con sustancias que interfieren en los análisis.

En resumen: algunas aplicaciones de análisis molecular
en microbiología del suelo (Pepper y Josephson, 1998):

� Detección específica de bacterias en el suelo: por
PCR se pueden detectar bacterias específicas con gran
sensibilidad en ADN extraído directamente del suelo o
el mismo extraído de células aisladas. El uso de son-
das facilita el análisis, que confirma la identificación por
métodos convencionales.

� Detección específica de poblaciones microbianas:

muchos procesos microbianos son analizados en eco-
sistemas naturales mediante el uso de sondas específi-
cas para algunos grupos: nitrificantes, coliformes, de-
gradadores de herbicidas, etc. (figura 10).

� Detección de virus en el suelo: son analizados por la
técnica de PCR secuencias de virus, luego de su ex-
tracción, lisis y purificación por filtración en geles. Los
virus ARN deben ser primero transcriptos a ADN con la
enzima transcriptasa reversa.

� Secuencias del ADN: las secuencias únicas de los mi-
croorganismos son analizadas por varios procedimien-
tos que amplifica estas secuencias: REP-PCR y ERIC-

PCR, analizan secuencias conservadas, repetitivas en
puntos diferentes de una bacteria en particular.

� Detección de  genes que codifican actividades mi-

crobianas: empleo de genes reporteros, extracción de
ARNm, permiten estimar rangos específicos de biodegra-
dación de xenobióticos, genes lux pueden detectar E. coli,
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vegetales

microorganismo4

3
2

1

suelo   (condiciones físicas y químicas)

Figura 2- Interacciones en el ecosistema suelo-planta

minutos. Se estima que ciertas bacterias del suelo se de-
sarrollan a menos del 1% de la tasa que muestran en
medios de laboratorio, como reflejo de:
� bajo suministro de nutrientes
� la distribución de los mismos no es uniforme
� los microorganismos no crecen solos, salvo excepcio-

nes, en los ambientes naturales y sufren activa compe-
tencia de otros microorganismos

Sucesiones microbianas

Un principio fundamental del desarrollo de un ecosistema
es la sucesión, o sea los cambios en las poblaciones que
permiten el establecimiento de las llamadas comunida-
des climax. En lugar de competir por el mismo sustrato,
algunos microorganismos cooperan para realizar una
transformación particular, que no realizarían si actuaran
solos. Se establece una progresión de cambios en las
poblaciones microbianas a medida que el sustrato es
metabolizado y las condiciones del ambiente (O

2
, pH, po-

tencial redox) cambian.

La figura 1 ubica a los organismos productores, consumi-
dores y degradadores en el ecosistema suelo-planta y
la figura 2 presenta un esquema de las interacciones en-
tre los integrantes de la comunidad. Las del tipo 1 ocurren
entre la comunidad microbiana y los componentes del
suelo, las del tipo 2  entre los microorganismos entre si,
las del tipo 3 entre las comunidades vegetales y microbia-
nas y finalmente las interacciones del tipo 4, que involu-
cran al suelo y la vegetación, interesan sólo accesoria-
mente al biólogo del suelo y son dominio de la fisiología y
patología vegetal.

Los ecólogos sostienen que un ecosistema estable tiene
diversidad genética alta de modo de poder tolerar fluctua-
ciones del ambiente. Muchos estudios están dedicados a
determinar si los cambios en la composición de las pobla-
ciones microbianas y la cuantificación de la diversidad
genética pueden ser empleados como indicadores sensi-
bles del deterioro en propiedades de los suelos debido a
prácticas de manejo, labranza, rotaciones, etc.

Ambientes microbianos

Acuáticos
Los entornos típicos son los océanos, estuarios, pantanos,
lagos, ríos y manantiales. Difieren mucho entre sí en pro-
piedades físicas y químicas y en las especies microbianas
activas. Los organismos fotosintéticos predominantes son
cianobacterias y algas en las zonas aeróbicas y bacterias
fotosintéticas en las anaerobias. Las algas que flotan reci-
ben el nombre de fitoplancton y las de los lechos son al-

gas bentónicas. Son los productores primarios de estos
ambientes. Los océanos abiertos son muy bajos en pro-
ductividad primaria, mientras que las áreas en los océanos
interiores son altas, siendo los lagos y manantiales los de
mayor productividad, donde la concentración de nutrientes
minerales requeridos por las algas es abundante y facilitan
el desarrollo de peces y mariscos.

Las relaciones del oxígeno en un río son de interés, so-
bretodo cuando éstos reciben mucha materia orgánica
como aguas servidas y desechos de la industria. Puede
ocurrir un marcado déficit de O

2
, como se ve en la figura 3

(Madigan et al., 2000), consecuencia del incremento en
bacterias heterótrofas. Si  hay mucho amonio, éste es oxi-
dado a nitratos por las bacterias nitrificantes. El incremento
en algas y cianobacterias es una respuesta primaria a los
nutrientes inorgánicos, sobretodo el fosfato.

microorganismo

Figura 1- Organismos en el ecosistema suelo-planta
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Polimorfismo de fragmentos de restricción   (RFLP)
El método emplea enzimas de restricción que rompen el
ADN en determinados lugares produciendo lo que se lla-
man “fragmentos de restricción”. Estos numerosos frag-
mentos pueden ser separados por su tamaño mediante
electroforesis en gel de agarosa y ser comparados entre
distintos microorganismos. Posteriormente pueden ser
transferidos a una membrana de nylon por la técnica de
“Southern” y uno o más fragmentos pueden ser detecta-
dos por hibridización con  una sonda específica. Este frag-
mento puede ser de tamaño diferente en los individuos de
una población, caracterizando un polimorfismo. Las son-
das son diseñadas para detectar determinados fragmen-
tos polimórficos, asociados a ciertos genes. Algunas se-
cuencias polimórficas se repiten innumerables veces una
luego de la otra a lo largo del ADN y el número de repeti-
ciones varía de cromosoma a cromosoma.

Existen sondas específicas para estos loci que en aná-
lisis por RFLP proporcionan bandas de ADN en forma
de código de barras (DNA fingerprinting) (Hungría,
Araújo, 1994).

Perfil de plásmidos
A pesar de que la mayoría de la información genética de
una bacteria puede estar contenida en el cromosoma, al-
gunas bacterias contienen material genético denominado
plásmidos, que se pueden extraer. Por electroforesis en
gel de agarosa y coloración con bromuro de etidio, los
plásmidos se evidencian por una o más bandas en el gel.
Esta técnica se conoce como perfil plasmídico (figura 9)
que se puede complementar con la hibridización con son-
das específicas. Dado que el número y el tamaño de los
plásmidos pueden ser característicos de un microorga-
nismo, su empleo brinda información útil sobre la identi-
dad de los mismos.

Las secuencias de ácidos nucleicos  no sólo detectan or-
ganismos específicos, sino que también evidencian acti-
vidades. Los genes reporteros, que indican la actividad
de un gen de interés asociado, están típicamente inserta-
dos en un operón que contiene el gen que codifica la ac-
tividad de interés. Esta fusión de genes se logra a veces
empleando un transposón, que inserta al azar el gen re-
portero en el genoma bacteriano. El proceso produce
mutantes con diferentes fusiones de genes. La expresión
de los genes reporteros da una señal fácil de detectar,
como la producción de β-galactosidasa (gen lac z), fácil
de detectar colorimétricamente en medio sólido.

Un gran número de marcadores genéticos se han descri-
to, entre ellos genes de resistencia a antibióticos, como el
nptII que codifica resistencia a kanamicina, que fue el pri-
mer gen usado como marcador. Este método presenta el
riesgo de expandir resistencias a otros organismos en la
naturaleza.

La sonda construida a partir de un plásmido de la cepa
Kim-5, confirma la presencia de la cepa Kim-5 en los ca-
rriles 1,3, y 4.Las restantes no contienen el ADN Kim-5
(figura 9) (Pepper y Josephson, 1998) .

Detección fenotípica de marcadores genéticos
Genes que codifican enzimas se usaron como marcado-
res no selectivos, como el xylE que codifica catecol 2,3
oxigenasa, el lacZY (codifica β-galactosidasa y lactosa
permeasa) y el gusA (β-gluconidasa GUS) muy usado
en estudios de rhizobios en nódulos donde no existe pro-

Figura 8- Análisis de fragmentos de restricción en Rhizobium

loti y Bradyrhizobium que nodulan Lotus (dendograma con las
cepas ordenadas de 1 a 24)
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culados a la degradación de la materia orgánica, las
transformaciones de los elementos minerales muy im-
portantes para la nutrición de las plantas, como el N, P,
S, Fe, Mn, etc.

� general, el suelo se describe como un organismo vivo,
ya que nace por la pedogénesis de la roca madre, se
desarrolla por múltiples procesos de degradación y sín-
tesis, almacena reservas y puede llegar a morir por mi-
neralización gradual si no se conserva su reserva de
materia orgánica: el humus.

Las actividades de los microorganismos en este ambien-
te altamente heterogéneo, difieren drásticamente del com-
portamiento manifestado en medios clásicos de laborato-
rio. Los microorganismos no actúan solos; otros microor-
ganismos, la micro y meso  fauna, la vegetación y las pro-
piedades físicas y químicas del suelo y la acción del clima
y el hombre, contribuirán a exaltar o a inhibir un determi-
nado proceso biológico.

Descripción general del suelo
El suelo está compuesto de cinco componentes princi-
pales: la fracción mineral, la orgánica, agua, aire y orga-
nismos vivos. El esquema siguiente resume las propor-
ciones de cada uno, aunque los valores varían con los
suelos y con la profundidad. De la fracción inanimada, la
cantidad de materia orgánica y mineral es relativamente
constante en un sitio dado, mientras que el aire y agua
fluctúan (representan aproximadamente la mitad del
volumen del suelo y constituyen el espacio poroso)
(figura 4).

Figura 3 -  Efecto de  la  llegada de aguas con materia
orgánica a un río
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A medida que el agua se aleja de la entrada del drenaje,
la materia orgánica se consume gradualmente y el conte-
nido de O

2
 regresa a la normalidad. La disminución del

oxígeno es indeseable ya que la mayoría de los organis-
mos superiores requieren este gas y mueren en anaero-
biosis. Se forman además compuestos de mal olor (ami-
nas, amidas, mercaptanes, H

2
S) por bacterias anaeróbi-

cas, algunas de las cuales son también tóxicas para ani-
males y plantas.

Terrestres

El comportamiento de una población microbiana y sus efec-
tos sobre el suelo están gobernados en gran parte por las
características físicas y químicas de éste. El concepto sue-
lo se puede abordar desde distintos puntos de vista:

� edafológico, el suelo es la capa más externa de la su-
perficie de la tierra, diferente a la roca madre de la cual
tomó origen, por la acción combinada de factores muy
diversos como el clima, roca madre, vegetación, micro-
flora, en el transcurso del tiempo pedológico

� agrícola, el suelo es la región de la tierra que permite la
vida de las plantas, del cual obtienen el soporte mecá-
nico y los nutrientes necesarios

� microbiológico, el suelo constituye un medio único, ya
que contiene gran población de bacterias, actinomice-
tes, algas, hongos, protozoos, virus, es uno de los luga-
res en donde las interacciones biológicas son más in-
tensas y donde ocurren los procesos bioquímicos vin- Figura 4-  Principales componentes del suelo

biomasa microbiana (2-5% de C-total)

materia orgánica

minerales

gases

líquidos
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bacterias genéticamente diferentes existen en una mues-
tra de suelo (Torsvik et al, 1990).

Sondas génicas
Su construcción resulta una técnica muy especializada que
excede este texto. La metodología específica se puede
consultar en manuales como el de Sambrook et al (1990).
Para su construcción, la secuencia del gen de interés debe
ser conocida y ser particular a una especie microbiana:
esta secuencia resultará muy útil en la detección de ese
organismo. Otras pueden codificar enzimas involucradas
en la fijación del N

2
 y su uso puede indicar cuando un

suelo contiene bacterias con esos genes. Actualmente,
muchas secuencias se encuentran descriptas en la web,
permitiendo al investigador obtener la que desea para sus
estudios. La construcción de la sonda implica copiar la
hebra complementaria. Su tamaño puede variar de 30 a
40 pb hasta varios cientos de pares de bases. Algunas de
ellas se marcan con un radiactivo (P32 en el P-azúcar del
ADN) o no radiactivos, como resistencia a antibiótico.

La detección de un grupo particular de bacterias se hace
en una membrana sobre la cual se lisaron las células ais-
ladas antes de que se desnaturalicen ambas hélices. Lo
mismo ocurre con la sonda, que luego de un tiempo en
contacto se reúnen con la secuencia de bases comple-
mentaria de la bacteria en estudio, homología evidencia-
da por radiofotografías (P32).

Southern blots/hibridación
Esta técnica permite identificar la localización de una se-
cuencia de interés, por ejemplo, dentro de un plásmido.
Para ello, todos los plásmidos de la célula bacteriana son
extraídos y separados en un gel de agarosa en electrofo-
resis. Luego se transfieren a un membrana y se hibridizan
con la sonda específica. Sólo aquellos plásmidos con la
secuencia homóloga a la sonda serán revelados por el
marcador usado.

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR,
Polymerase chain reaction)
Constituye una  poderosa tecnología que ha revoluciona-
do las técnicas en biología molecular, de gran  aplicación
en: diagnóstico clínico, microbiología ambiental, inmuno-
logía y muchos otros campos de investigación.

La enzima aislada de Thermus aquaticus (Taq polimera-

sa), permite amplificar eficientemente el ADN a 72ºC y no
se desnaturaliza a altas temperaturas. Esta enzima pue-
de alargar in vitro un pequeño oligonucleótido (primer),
adicionando nucleótidos en su secuencia si éste está hi-
bridizado a una hebra de ADN complementario llamado
molde (template), siguiendo las reglas de complementa-
riedad de Watson y Crick. Para esto es necesario un ex-
ceso de nucleótidos en la solución que sirven de unida-
des de montaje de la hélice a complementar en el molde.
El proceso de polimerización del ADN en el PCR com-
prende, por lo tanto, 3 pasos:

� El ADN contenido en la secuencia a ser amplificada
es desnaturalizado por el calor, generalmente a
95ºC

� Los oligonucleótidos (primers) se adhieren a secuen-
cias complementarias del  ADN molde. Este paso se
realiza a una temperatura menor, que varia según el
primer utilizado

� La Taq polimerasa polimeriza el segmento flanqueado
por dos primers contiguos, siguiendo el orden dado por
la hebra complementaria, en el sentido 5’-3’

El ciclo se repite muchas veces hasta llegar al nivel de-
seado de amplificación, la que ocurre exponencialmente.
Un ADN de doble cadena producirá dos hélices dobles
luego de un ciclo, cuatro luego de 2 ciclos, 8 luego de 3,
1024 luego de 10 ciclos y así sucesivamente. De esta for-
ma se pueden conseguir muchas copias de una zona es-
pecífica de  ADN. El producto de la amplificación se so-
mete a separación electroforética en gel de agarosa, y es
coloreado con bromuro de etidio, que al intercalarse entre
las bases del  ADN puede ser fácilmente visualizado al
ser expuesto a luz ultra-violeta.

En el caso de bacterias, pueden utilizarse primers que
reconocen secuencias repetidas en el genoma  (rep-PCR).
Con esto se obtiene una serie de bandas de amplificación
de distinto tamaño que son características de cada cepa
en particular. La distribución de las mismas se analiza en
programas de computación que emplean el principio de la
taxonomía numérica, agrupando individuos según relacio-
nes de homología, que aparecen en dendogramas
(figura  8, Schneider y De Bruijn, 1996).
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La fracción mineral
Esta fracción, generalmente menos que el 50% del vo-
lumen del suelo, se originó por desintegración de la roca
madre, meteorizada en el curso del tiempo. Ejerce gran
importancia en la disponibilidad de nutrientes, la airea-
ción, la retención y el movimiento del agua y afecta a la
microflora. Las partículas varían desde gravas de más
de 2 mm hasta las arcillas, menores a 2 micras, visibles
sólo al microscopio. Forman agregados con la materia
orgánica que contribuyen a la estructuración del suelo.
Químicamente están constituidos por aluminosilicatos,
óxidos y carbonatos. Las arcillas presentan la mayor
reactividad ya que poseen una gran relación superficie/
volumen.

La fracción mineral presenta propiedades químicas y acti-
vidades variables según el tamaño de las partículas. La
arena y el limo están formados por cuarzo, feldespatos,
micas, y otros silicatos. Su actividad química es casi nula
a corto plazo. La arcilla está constituida por silicatos de
estructura folìacea semejante a las micas y se caracteri-
zan por presentar propiedades coloidales, con gran rela-
ción superficie a volumen con predominio de cargas elec-
trostáticas negativas. Están formadas por minerales se-
cundarios del grupo de la montmorillonita, illita, caolinita,
etcétera.

Las arcillas y el complejo arcilla-humus retienen iones de
signo contrario, generalmente cationes. Estos están en equi-
librio con la solución del suelo, con los que se pueden inter-
cambiar. Cuando aumenta la concentración de un catión
en la solución, por ejemplo al agregar un fertilizante, el ca-
tión agregado desplaza una parte de los otros cationes re-
tenidos por el coloide, que a su turno pasan a la solución.
 La cantidad total de cationes que puede retener un suelo
constituye su capacidad de intercambio (CIC), que se ex-
presa en miliequivalentes/100 g de suelo. Los cationes se
pueden ordenar por su capacidad de adsorción:

Al+3 > H+ > Ca+2 > Mg+2 > K+  =  NH
4
+ > Na+

Muchas sustancias asimiladas por |os microorganismos
son aniónicas, como los bicarbonatos, nitratos, fosfatos,
sulfatos, molibdatos, pero la capacidad de intercambio
aniónico no es apreciable. El amonio es fácilmente reteni-

do por los coloides del suelo, pero los nitratos, formados
por la oxidación biológica de aquellos son, por el contra-
rio, muy móviles, desplazándose tanto lateralmente como
en profundidad.

La fracción orgánica
Materiales orgánicos de origen animal o vegetal llegan o
son formados en el suelo, donde son descompuestos por
las actividades microbianas.  La materia orgánica que no
es completamente degradada contribuye a la formación
del humus, material amorfo, formado por una mezcla com-
pleja de sustancias altamente polimerizadas. Dentro de
esta fracción, una pequeña proporción es soluble en agua
(azúcares, aminoácidos), pero la mayor parte consiste en
materiales oscuros, insolubles.

El humus constituye la reserva nutritiva de un suelo, por
sus propiedades coloidales retiene e intercambia catio-
nes básicos, se asocia a minerales coloidales y puede ser
adsorbido en la superficie de partículas minerales.

Componentes líquidos y gaseosos
El agua del suelo está sujeta a fluctuaciones que afectan
profundamente a las poblaciones microbianas y a las raí-
ces. Contiene solutos como sustancias minerales y orgá-
nicas además de gases y constituye el medio nutritivo lí-
quido para los microorganismos.

Si el suelo está saturado con agua, el exceso drenará por
gravedad. La cantidad de agua retenida luego de un es-
currimiento de 2-3 días se denomina capacidad de re-

tención de agua o capacidad de campo y según la tex-
tura, esta tensión puede variar entre 0,1 y 0,5 barias para
suelos de textura gruesa o fina, respectivamente. En ge-
neral, se toma como promedio una succión de 0,33 ba-

rias. Cuando el suelo se seca, los espacios porosos se
llenan progresivamente con aire, hasta que toda el agua
capilar es removida, quedando el agua más fuertemente
retenida: osmótica e higroscópica.

A medida que el suelo se seca, resulta más dificultoso
remover el agua residual. Es posible medir, por variedad
de métodos, la presión de succión necesaria para llevar
el suelo a un determinado nivel de humedad. Esta pre-
sión es normalmente medida en cm de succión de agua,
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Cuadro 9- Relación entre propiedades físicas,
químicas y microbiológicas en suelos con labranza

mínima y convencional (LM/LC) (promedio de
6 localidades en dos profundidades)

Parámetros LM/LC a LM/LC a

(0-7,5cm) (7,5-15cm)

C-orgánico total 1,41 0,99
N-total 1,29 1,01
densidad 1,04 1,05
espacio poroso con agua 1,28 1,11
aerobios totales 1,35 0,66

bacterias 1,41 0,68
hongos 1,35 0,55

anaerobios facultativos 1,31 0,96
anaerobios totales 1,27 1,05

Medida de la biodiversidad

Se ha recurrido a métodos genéticos y bioquímicos que
no requieren el aislamiento y cultivo previo de los micro-
organismos activos en un ecosistema.

Históricamente una variedad de métodos bioquímicos,
serológicos y fenotípicos se han empleado para caracteri-
zar bacterias, tales como rhizobios y otras asociadas a
las plantas: perfil de proteínas totales, de plásmidos, aná-
lisis de ácidos grasos, resistencia intrínseca a antibióti-
cos, sensibilidad a bacteriófagos e isoenzimas.

Más recientemente el desarrollo y la aplicación de métodos
moleculares, basados en estudios de ácidos nucleicos, han
permitido grandes avances en la identificación y determi-
nación de relaciones filogenéticas de organismos de im-
portancia para la agricultura y el medio ambiente.

Los métodos más recientes pueden agruparse en dos
categorías (Bottomley, 1998):

� los basados en la caracterización de los ácidos nuclei-

cos, que permiten agrupar cepas en grupos coheren-
tes, pudiendo establecerse relaciones filogenéticas y
diferenciar cepas de igual género y especie

� los basados en la detección fenotípica de marcado-

res genéticos, como resistencia a antibióticos, enzimas

metabólicas, proteínas fluorescentes,  perfil de ácidos
grasos, etc.

Ecología genética

En los últimos años ha habido una eclosión de metodolo-
gías genéticas para analizar las comunidades microbia-
nas a nivel de laboratorio y en ecosistemas naturales. Son
relativamente simples aunque el equipamiento y los reac-
tivos, pueden limitar su empleo masivo. Detectan peque-
ñas cantidades de material genético y también permiten
clasificar microorganismos en grupos filogenéticos.

La doble hélice del ADN es la base de dos análisis muy
importantes:
� sondas genéticas, construidas para reconocer secuen-

cias específicas de un microorganismo
� la reacción en cadena de la polimerasa, conocida por

su abreviatura en inglés (PCR)

Estas técnicas pueden también emplearse  a secuencias
de ARN: ribosomal (rARN), mensajero (mARN) y de trans-
ferencia (tARN). Dos tipos, el rARN y el  mARN se usan
mucho en análisis genéticos, estudios filogenéticos y en
estimaciones de actividad metabólica. La secuencia de
bases del ARN se transcribe a secuencias conservadas
del ADN.

Numerosos trabajos señalan la utilidad y las limitaciones
de estos métodos basados en caracteres genotípicos,
sobre todo en estudios de microorganismos asociados a
plantas. El aislamiento del ácido nucleico no siempre es
requerido para la aplicación de métodos de detección
molecular, que involucran tratamientos enzimáticos o
amplificación de trozos de ADN por la reacción en cadena
de la polimerasa (PCR). Para este estudio puede utilizar-
se una colonia bacteriana entera, un trozo de planta colo-
nizada por un hongo micorrítico, o un nódulo entero en el
caso de rhizobios (Schneider y De Bruijn, 1996).

Algunas de las técnicas utilizadas para caracterizar áci-
dos nucleicos incluyen: extracción del ADN de una mues-
tra de suelo y determinación del rango de reasociación de
ese ADN. Se ha determinado que unas 4.000 tipos de
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o más convenientemente como su log
10

, conocida como
escala de pF, cuyos valores varían entre 0 y 7.

Algunos niveles de importancia biológica:

� 400 barias (aproximadamente 400 atmósferas, pF 5,6),
tensión sobre la cual cesa toda actividad microbiológica
en el suelo

� 15 barias (aproximadamente 15 atm; pF 4,2), tensión
en la cual la mayoría de los vegetales alcanza el punto
de marchitamiento permanente

� 1/3 de baria (aproximadamente 1/3 atm; pF 2,5), hume-
dad correspondiente a la humedad equivalente en sue-
los de textura media a gruesa, es decir la humedad de
una muestra de suelo que luego de haber sido satura-
do, se somete por 30 minutos a una fuerza centrífuga
de 1000 g (aproximadamente 2.440 rpm).

La aireación y la humedad están directamente relacio-
nados ya que la porción del espacio poroso que no con-
tiene agua está ocupada por gases, que constituyen la
atmósfera del suelo. Comúnmente, la concentración de
CO

2
 excede a la atmosférica en un factor de 10 o 100 y el

O
2
 es menos abundante.

Estas variaciones están relacionadas con la actividad res-
piratoria de la población del suelo: vegetal y microbiana.

� Un suelo bien aireado, desde el punto de vista micro-
biológico, es aquel en el cual los procesos que requie-
ren O

2
 proceden a rápida velocidad.

� Un suelo mal aireado está asociado a un mal drenaje y
saturación como ocurre en general en suelos pesados,
con muchas arcillas que poseen gran proporción de
microporos que retienen fuertemente el agua. El oxíge-
no es poco soluble en agua y nuevos procesos ocurren,
muchos de ellos perjudiciales para los vegetales, por
ejemplo, se libera N

2
 o CH

4
, aparecen inhibidores orgá-

nicos y se acumulan S=, Fe++, Mn++.

Vemos así que las características del suelo determinan:

� el ambiente donde se encuentran los microorganismos
� la composición de la población microscópica tanto cuali

como cuantitativamente. Toman del suelo el agua, ga-

ses, nutrientes minerales y orgánicos, y el suelo les sir-
ve como tampón en los cambios bruscos que pueden
ocurrir en el pH. Los microorganismos contribuyen, con
otros organismos, a la alteración de la roca madre, for-
mando la reserva orgánica (humus), pero participan tam-
bién a su degradación.

� el desarrollo microbiano más extensivo ocurre como mi-
crocolonias en la superficie de las partículas del suelo,
como se aprecia en la figura 5 (Madigan et al.,2000).

Como resumen, el cuadro 4 resume los factores que inci-
den en la actividad biológica.

Cuadro 4- Factores que afectan la actividad
microbiana

� características de los propios microorganismos
� disponibilidad de nutrientes: materia orgánica, O

2
,

N, S, P, etc.
� factores físicos: temperatura, aireación humedad, pH
� manejo: aireación/compactación; distribución de

la MO disponibilidad de agua;  temperaturas en
primavera

� residuos vegetales o aplicación de abonos
� sistemas de cultivo y rotaciones
� interacciones con otros microorganismos
� interacciones con otros organismos (plantas, ani-

males)

arcilla

cuarzo

cuarzo

aire

aire
agua

microcolonia

arcilla

materia

orgánica

arcilla

Figura 5- Agregado de suelo
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Este dato que representa 0,15% del peso del suelo, pue-
de llevarse a kg/ha: una hectárea de suelo de 0,20 m de
profundidad pesa:

10.000 m2  x 0,2 m =  2.000 m3 (d aprox. = 1g/cm3), que
equivale a un peso de 2.000.000 kg de suelo. La biomasa
bacteriana será de:

2,0 x 106kg x 1,5 x 10-3 kg =  3.000 kg/ha

El cuadro 7 presenta resultados de evaluaciones prome-
dio del número y la biomasa de diferentes grupos de mi-
croorganismos del suelo. Nótese la importancia de la bio-
masa fúngica, hecho no reflejado por el recuento de pro-
págalos/g de suelo.

Cuadro 7-  Número aproximado y biomasa (kg/ha
de suelo) de organismos en el suelo

Grupo Número/g suelo Biomasa microbiana

kg/ha

bacterias  3-500 millones 300-10.000
actinomicetes  1-20     “ 300-3.000
hongos  5.000-100.000  500-5.000
levaduras  1.000-100.000  100-5.000
algas  1.000-100.000    10-1.500
protozoos  1.000-100.000      5-200
virus (bacteriófagos)  10

10
-10

11

nemátodos  10-100     1-100
lombrices   10-1000

Indicadores de la calidad del suelo

Los cambios en la calidad del suelo  son avaluados por
indicadores y éstos deben ser comparados con los valo-
res deseables (niveles umbral o límites críticos) a diferen-
tes intervalos de tiempo, en el agroecosistema seleccio-
nado. El problema que se presenta, como se comprende-
rá, es determinar cuales son los valores que se conside-
ran deseables, los de un  suelo saludable. En general el
umbral de comparación se obtiene de los ecosistemas no
perturbados, por ejemplo las actividades de un suelo bajo
bosque se comparan con las del mismo suelo no alterado
(campo natural) (Sicardi et al., 2004).

En áreas donde ya no existen ecosistemas naturales, el

establecimiento de los umbrales de equilibrio o desea-
bles de un indicador, se efectúa a partir de los valores
medios resultantes de estudios realizados con anteriori-
dad, en los mismos suelos. La determinación de estos
límites de comparación constituye una limitante en mu-
chos estudios.

El cuadro 8 señala las determinaciones más corrientes
en la evaluación de la actividad biológica de suelos y
aguas, que incluyen análisis físicos, químicos y biológi-
cos, a los cuales se van agregando aquellos que anali-
zan presencia de microorganismos sin aislarlos (biodi-
versidad).

 La selección de parámetros como indicadores biológi-
cos de la calidad del suelo, sensibles a cambios en el
uso y manejo del mismo y que se correlacionen con las
clásicas determinaciones físicas y químicas, es motivo
de numerosos estudios (Pankhurst et al, 1997; Smith et

al, 2000, van Bruggen y Semenov, 2000, Frioni et al,
2003, Albanesi et al,  2003).

Cuadro 8-  Parámetros empleados como
indicadores de la calidad del suelo

Indicadores Indicadores Indicadores

físicos químicos biológicos

textura C-orgánico total recuentos, biomasa
microbiana

capacidad pH enzimas, respiración
de campo

profundidad conductividad medida de la biodiversi-
eléctrica dad: perfil de ácidos nu-

cleicos, de ácidos gra-
sos, perfiles metabólicos

densidad N, P, K, extraíbles N-mineralizable

El cuadro 9 es una típica aplicación de estos parámetros
en la evaluación del efecto de distintos sistemas de la-
branzas en los suelos. Se aprecia una mayor acumula-
ción de materia orgánica, N% y grupos microbianos con
prácticas que como las conservacionistas no exponen al
humus a la rápida biodegradación.
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Métodos de estudio en ecología microbiana

Los métodos que se aplican a estudios de ecología mi-
crobiana se resumen en el cuadro 5:

Cuadro 5- Técnicas de estudio en ecología
microbiana

Forma y ordenamiento de los microorganismos

in-situ

Lámina enterrada, microscopía óptica, fluorescen-
te, anticuerpos fluorescentes, sondas marcadas
Aislamiento y recuentos

Recuentos de viables:
microflora total, algas, hongos, etc.
grupos fisiológicos: celulolíticos, fijadores de N

2
,

amilolíticos, nitrificantes
Biomasa microbiana  C, N, P, de la biomasa (kg/ha)

i) Recuentos y  peso de cada microorganismo
ii) Método de fumigación-incubación: diferencias

en flujo de C-CO
2
 entre muestras fumigadas y

no fumigadas con cloroformo y reinoculadas con
suelo fresco

iii) Método de fumigación-extracción: el C, N, P, de
la biomasa muerta se extrae y se cuantifica

Actividad biológica global

Respiración: aerobia (CO
2
, O

2
), anaerobia (N

2
, CH

4
,

etc)
Enzimas: deshidrogenasas, fosfatasas, ureasas, hi-
drolasas
Actividad  metabólica: evaluación de productos fi-
nales (CO

2
, amonio, nitrato) o iniciales (sustratos)

Medida de la bidiversidad: Estudios de los mi-

croorganismos sin aislamiento previo

Extracción de ADN y su reasociación
Secuenciación del ARN ribosomal (16S y 23S)
Composición de lípidos
Perfiles metabólicos: utilización de hidratos de C,
se evalúa diversidad fisiológica o funcional

Es necesario distinguir actividades: i) potenciales, que
se evalúan en el laboratorio (in-vitro) y tienen un valor re-
lativo de comparación de situaciones (suelos, ecología,
manejo) ya que reflejan lo que el ecosistema podría ren-
dir si las condiciones fueran las óptimas (temperatura, ai-
reación, nutrientes).

La presencia de una alta población de un determinado
grupo fisiológico no significa que el proceso se esté reali-
zando. Una población abundante puede resultar inactiva,
si no se reúnen las condiciones necesarias. Se determi-
nan en el laboratorio, ii) reales, que se evalúan en el
terreno (in situ), donde interactúan  todos los factores
abióticos. Resultan más difíciles de determinar: la respi-
ración en el terreno requiere la instalación de campanas
para  recoger el CO

2
. La evaluación de la nitrificación en

suelos luego del  agregado de fertilizantes nitrogenados
en el campo, requiere medidas de la evolución de
N-(NH

4
+, NO

2
-, NO

3
-) por distintas  técnicas: desplazamiento

y destilación, por empleo de electrodos específicos, colo-
rimetría, etc. que se realizan en el  laboratorio, pero los
procesos ocurrieron en el campo.

Los procesos que involucran pérdidas de elementos se
evalúan por la liberación de gases, en dispositivos cerra-
dos y análisis en cromatografía gaseosa  (N

2
, N

2
O, CH

4
,

H
2
, CO

2
)

El empleo de elementos marcados:   C
14

, N
15

, S
32   

etc.
resulta muy útil en estudios ecológicos.

Estos estudios brindan información sobre los tipos micro-
bianos, biomasa (material vivo) y la función y se realizan
tanto en comunidades en su ambiente natural (sinecolo-

gía) como sobre especies aisladas en condiciones de la-
boratorio (autoecología). Pero, para lograr una compren-
sión completa de los microorganismos, se combinan am-
bas aproximaciones.

El hombre no estudia estos temas por simple curiosidad,
sino por su vinculación con la fertilidad del suelo, depura-
ción de aguas, deterioro de alimentos, biorremediación
de ambientes. Estos conocimientos se  emplean luego
para dirigir estos procesos en forma beneficiosa.

Determinación de la forma y ordenamiento de
los microorganismos in situ

El estudio de los microorganismos in-situ tiene la ventaja
de permitir al ecólogo microbiano medir los efectos de
cambios físicos y químicos en una muestra aislada. Sin
embargo, los estudios efectuados en aislamientos de es-
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La biomasa microbiana se determina por:
� recuento del número de células o midiendo la longi-

tud de micelio presente en una muestra, calculando el
volumen y peso de tales propágulos al multiplicarlo
por el peso específico, se puede calcular el peso de
los microhabitantes de una muestra de suelo, agua,
alimentos

� técnica de fumigación e inoculación (FI) (Jenkinson
y Powlson, 1976) al desinfectar el suelo con cloroformo
la mayoría de los microorganismos muere y sus restos
son mineralizados al reinocularlo con suelo fresco. Se
miden los picos de CO

2
 de ambas muestras luego de

un período de incubación (Anexo práctico).

Una pequeña fracción de la materia orgánica es rápida-
mente convertida en CO

2
 (2,3-3,4% del carbono del sue-

lo) y representa la biomasa. Este constituye uno de los
métodos más interesantes propuestos en los últimos años
para evaluar la fracción viva de la microflora del suelo y
refleja variaciones debidas a prácticas de manejo, uso de
pesticidas, etc.

� técnica de fumigación-extracción (FE): que consiste
en extraer el carbono, el nitrógeno o el fósforo, lábiles
de la microflora, que se valoran por técnicas clásicas
(oxidación con dicromato de potasio en caliente y valo-
ración espectrofotométrica) (Schinner et al., 1996).

La técnica de fumigación presume:
1- Que todos los microorganismos son muertos durante

el proceso y el C de los organismos muertos es más
fácilmente mineralizado que la de los vivos. La degra-
dación del humus nativo ocurre al mismo ritmo en sue-
los fumigados y en no fumigados.

2- El solo efecto de la fumigación es matar a los microor-
ganismos y la muerte de los mismos en las muestras
no fumigadas es despreciable.

3- La fracción del C de la biomasa muerta mineralizada
en un período dado de tiempo es similar para todos los
suelos en estudio.

Esta última presunción no es enteramente válida, en sue-
los que reciben grandes cantidades de sustratos frescos,
o aquellos muy arcillosos que adsorben materiales libera-
dos por las células lisadas.

C-biomasa: F- NF/k
Donde: F-NF es la diferencia en los flujos de C-CO

2
 entre

la muestra fumigada (F) y la no fumigada (NF) y k es la
fracción del C de la biomasa mineralizado a CO

2
 en el

curso del período de incubación (usualmente entre 10 y
14 días).

Estos valores obtenidos a partir de cultivos puros de bac-
terias y hongos enriquecidos con C14  varían entre 43 y
50% (0,43 a 0,50) y la mayoría de los autores emplean el
valor 0,45. En suelos minerales se suele emplear 0,33. El
desconocimiento de esta constante es una de las limita-
ciones del método.

Idea de biomasa de los diferentes grupos micro-
bianos
Una forma útil de expresar la densidad de los distintos
grupos microbianos en el suelo, es señalando su bioma-

sa en kg materia viva/ha.

Ejemplo, por recuentos: 1g de suelo fértil puede con-
tener 5m de micelio fúngico, 1x108 células bacterianas,
1x106 esporas de actinomicetes. Si consideramos el peso
de una bacteria o actinomicete como 1,5x10-12g y que
1m de micelio fúngico puede alcanzar 9,4x10-5g, la bio-
masa total de esta microflora llegaría a 6,0x 10-4g, la que
representa menos del 0,06% del peso total del suelo
(1 g).  Este dato puede ser en realidad menor, ya que el
peso promedio celular se determinó en ensayos de la-
boratorio, en condiciones nutricionales más favorables
que las de campo.

Un suelo arenoso, con área superficial de partículas baja
(72 cm2/g), tendría sólo el 0,02% de la superficie de sus
partículas colonizadas por bacterias. Se comparan las
imágenes al microscopio electrónico de partículas de suelo
colonizadas con la observación de la vegetación desde
un avión, en un desierto. En el ejemplo anterior vimos que
1g de suelo fértil puede contener 109 bacterias/g; si el vo-
lumen de cada una de ellas es de 1 micra3 y su densidad
media de 1,5 g/cm3, tenemos que su peso será:

P =  V x d =  10-12 cm3 x 1,5g/cm3  =  1,5 x 10-12g

Biomasa de bacterias/g suelo = 1,5 x 10-12 x 109 =1,5 x 10-3g/g
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pecies activas, contribuyen a completar la información
sobre su número y actividades. Se emplean procedimien-
tos microscópicos para la observación in-situ, incluso se
filman eventos en el tiempo.

El suelo no debe alterarse y la estructura se mantiene por
impregnación con gelatina o resinas. Cortes finos permi-
ten la observación al microscopio luminoso o en el elec-
trónico por transmisión o por barrido de superficies.

La microscopía fluorescente permite visualizar las rela-
ciones de bacterias y hongos con partículas orgánicas e
inorgánicas. Es posible efectuar aislamientos con micro-
manipulador; las bacterias ofrecen más dificultad por su
pequeño tamaño y mayor espaciamiento. La rizósfera ofre-
ce un hábitat muy favorable para su proliferación y se han
desarrollado técnicas muy precisas que muestran la rela-
ción de células de la raíz con microorganismos de interés
(Rhizobium, Azotobacter, etc.) empleando anticuerpos fluo-
rescentes específicos.

La microscopía óptica: la clásica técnica de Rossi y Cho-
lodny, entierra un portaobjeto solo o con un film de nu-
trientes, permite observar cambios de la distribución es-
pacial de los microorganismos en el tiempo. Son emplea-
dos otros materiales transparentes como celulosa, cuti-
na, quitina.

Aislamiento y recuento de los microorganis-
mos en medios selectivos

Rara vez un ambiente natural contendrá un sólo tipo de
microorganismo, en la mayor parte de los casos existe
una gran variedad. Los microorganismos se aíslan de la
naturaleza en cultivos puros para su identificación y el
estudio de su autoecología. Los medios empleados son
muy numerosos: generales, selectivos, diferenciales, etc.
Estos procedimientos permiten el aislamiento o bien el re-
cuento de viables (medios líquidos o sólidos). El cuadro 5
presenta algunos ejemplos en el aislamiento de bacterias.

El éxito del enriquecimiento requiere el uso de una fuente
apropiada de “inóculo”. Si bien los microorganismos son
muy ubicuistas y se encuentran en casi todos los ambien-

tes, el investigador busca aquellos ambientes en donde el
organismo deseado predomina. La pasteurización del inó-
culo (80ºC, 15 minutos) al matar células vegetativas per-
mite aislar muchos organismos esporulados en distintos
medios de enriquecimiento.

Winogradsky (microbiólogo soviético, 1856-1953) fue el
primero en evaluar la actividad de un grupo de especies
en el suelo mismo, en lugar de hacerlo con una especie
aislada, en medio artificial. El suelo se humedece conve-
nientemente hasta formar una pasta (técnica de la tierra
empastada) con el agregado de alguna sustancia nutrien-
te para el grupo microbiano que se desea exaltar.

El suelo se incuba en cajas de Petri hasta el desarrollo de
colonias en su superficie. Esta técnica se sigue emplean-
do actualmente, por ejemplo, para poner en evidencia rá-
pidamente la carencia del suelo en ciertos nutrientes como
fósforo o calcio. Azotobacter, muy exigente en fósforo, cre-
ce solo alrededor de las fuentes de este elemento, colo-
cadas sobre el suelo empastado.

La columna de Winogradsky se emplea aun para el
enriquecimiento  de bacterias fotosintéticas purpúreas y
verdes (capitulo 3). Este modelo se ha empleado mucho
para enriquecer variedad de procariotas, tanto aerobios
como anaerobios: la columna se enriquece con un sus-
trato particular cuya degradación se desea estudiar y se
deja un tiempo para que estos microorganismos se se-
leccionen. Al enriquecimiento en la columna sigue el ais-

lamiento en cultivo puro sobre agar, pudiéndose ob-
tener especies de crecimiento lento, quizá ecológicamen-
te más importantes. Todo aislamiento termina en medio

sólido, dando colonias originadas por la progenie a
partir de una sola célula.

Recuentos

Las densidades microbianas se evalúan por diferentes
métodos de recuento:

de viables en medios líquidos o sólidos o en plantas en
caso de simbiosis. No existe un medio de cultivo que per-
mita el desarrollo de la población microbiana heterótrofa.
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Las enzimas del suelo no se recuperan fácilmente, y po-
cas veces son aisladas en forma pura. Ellas están inmo-
bilizadas con arcillas y el humus.

La actividad enzimática fluctúa, como las poblaciones mi-
crobianas con condiciones bióticas y abióticas. Las activi-
dades son particularmente altas en suelos productivos ri-
cos en materia orgánica. Muchos factores como la hume-
dad, temperatura, aireación, cambios estacionales, prác-
ticas de manejo, la forestación, etc. ejercen influencias en
la presencia y abundancia de enzimas.

Actividad bioquímica global

Se compara la capacidad de degradación de un sustrato
particular midiendo su desaparición por pérdida de peso
o análisis químico o indirectamente siguiendo la produc-
ción de metabolitos, o por respirometría. La muestra (suelo,
agua, restos orgánicos, alimentos) se incuba con la sus-
tancia cuya biodegradación se desea evaluar: proteína,
ácidos, húmicos, almidón, en condiciones controladas de
laboratorio (actividad potencial) o en el campo (activi-

dad real) y se sigue la desaparición de la sustancia o la
aparición de productos del metabolismo: amonio, nitra-
tos, sulfatos.

Estas técnicas evalúan la actividad de un grupo grande
de microorganismos (grupos fisiológicos) sin detener-
se en la caracterización de géneros o especies respon-
sables.

El empleo de modelos computabilizados constituye una
invalorable ayuda para el ecólogo y su empleo facilita las
interpretaciones.

El empleo de radioisótopos, microelectrodos e isóto-

pos estables ha contribuido mucho en la evaluación de
la actividad microbiana en ambientes naturales.

Así, en evaluación de la fotosíntesis se mide la captación
del CO

2
-C14 en las células y con S35 los procesos de oxi-

do-reducción del azufre. La metanogénesis en ambientes
naturales se puede evaluar por la conversión del CO

2

marcado a metano marcado en presencia de H
2
. El N15 es

otra de las herramientas más empleadas en la evaluación
de  transformaciones del N en ambientes naturales.
En el estudio de microambientes, se emplean micro-

electrodos (de O
2
, S=, pH, amonio) para evaluar proce-

sos biológicos en la naturaleza.

La técnica de percolación (Dommergues, Mangenot,
1970), se emplea en evaluación de la cinética de algunos
procesos de mineralización o de oxidorreducción. Se si-
mula el perfil del suelo colocándolo en una columna de
vidrio. El metabolito en estudio se recicla a través del sue-
lo (cíclica o acíclicamente) y la población se investiga como
una unidad biológica. Se emplea para el estudio de la hi-
drólisis de numerosas sustancias, la oxidación del amo-
nio, de sulfuros, etc. Periódicamente se extraen muestras
del líquido percolante y se analizan los metabolitos, en
función del tiempo.

Figura 7-  Actividad  bioquímica en suelos: percolación cíclica
de una sal de amonio
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La figura 7 indica que la reacción de oxidación del amo-
nio es una actividad bacteriana ya que los hongos o ac-
tinomicetes no exhiben incrementos logarítmicos en la
actividad bioquímica. La velocidad de reacción se pue-
de medir mejor por la acumulación de nitrito y nitrato,
que por la desaparición del amonio, que puede ser ad-
sorbido a los coloides.

Evaluación de la biomasa microbiana

La fracción de la materia orgánica que se encuentra en
células  microbianas se emplea mucho como parámetro
de actividad biológica ya que son los microorganismos
los agentes que catalizan los procesos biológicos.
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Se usa medio con extracto de suelo y una fuente de car-
bono y energía (glucosa). Más frecuentemente se deter-
minan las poblaciones de bacterias de acuerdo a los gru-
pos fisiológicos de interés para el investigador, para los
cuales es posible formular medios y condiciones de culti-
vo selectivos. (Anexo práctico).

de totales o microscópicos, evalúan poblaciones viables
y no viables de bacterias en suelos: en general 108-109

células/g de suelo seco. Los recuentos de viables no re-
presentan un 10% de estas cifras, y muchas veces me-
nos del 1%.

Las bacterias del suelo raramente se encuentran aisla-
das, sino que se agrupan en colonias (figura 5) y muchas
veces resulta difícil separarlas al efectuar las suspensio-
nes-diluciones, para los recuentos de viables. Otra limita-
ción es la adsorción sobre partículas de humus o arcillas,
que disminuye los recuentos de bacterias.

Actividad biológica global

Sin detenernos en el estudio de grupos particulares de
organismos de un ecosistema dado, muchas veces inte-
resa conocer globalmente su actividad mediante el em-
pleo de técnicas que evalúan la actividad de la micropo-
blación en su conjunto. Son técnicas comparativas em-
pleadas para informar rápidamente sobre la potenciabili-
dad biológica de estos ambientes.

Actividad respiratoria
En el caso del suelo se correlaciona esta actividad con el
contenido de materia orgánica, humedad y prácticas de
manejo. Pero se incluye el CO

2
 de la mesofauna y de las

raíces, resultando difícil distinguir la contribución de cada
uno en ensayos de campo. La actividad in situ se determi-
na evaluando volúmenes conocidos de la atmósfera so-
bre una superficie determinada de terreno (m2).

La determinación del CO
2
 se realiza por varias técnicas:

� absorción en solución alcalina (KOH) y determinación
volumétrica o gravimétrica

� conductividad eléctrica en solución alcalina
� espectrometría en la zona del infrarrojo

� cromatografía gaseosa, con detector de conductividad
térmica.

La absorción del O
2
 se mide por electrodos específicos o

en modificaciones del aparato de Warburg, con recipien-
tes internos que permiten muestras de suelos de 10-20 g,
los cambios de presión se miden a volumen constante, el
CO

2
 se recoge en solución alcalina.

Actividad enzimática

Las actividades de los microorganismos requieren la par-
ticipación de un conjunto de enzimas. La actividad de una
de ellas, bien escogida, puede reflejar la actividad biológi-
ca global. El cuadro 6 muestra algunas de las enzimas
evaluadas en los suelos.

Agregando un antiséptico, como el tolueno, se logra en
parte detener la proliferación microbiana durante el perío-
do de incubación y pueden evaluarse las enzimas libera-
das por los microorganismos, los vegetales y animales.
Son actividades potenciales, evaluadas en el laboratorio,
bajo condiciones controladas.

Ciertas enzimas son ubicuistas, se encuentran virtualmen-
te en todos los tipos de suelos, como la ureasa, catalasa,
fosfatasas y los varios tipos de peptidasas. Otras pueden
producirse en el suelo bajo ciertas condiciones.

Entre las hidrolasas se evalúan la sacarasa, amilasa,
celulasa, incorporando a muestras de suelo solución con
el sustrato específico. Luego de una incubación apropia-
da en condiciones controladas, se extraen los productos
de la hidrólisis, determinándose los  azúcares reductores,
durante el tiempo de incubación. Es muy empleado el ace-
tato de fluoresceína como sustrato de numerosas hidrola-
sas, evaluándose la fluoresceína liberada.

Otras enzimas evaluadas son: fosfatasas, con glice-
rofosfato como sustrato, proteasas, ureasas, ARNasa,
ADNasa. En la evaluación de enzimas que catalizan
reacciones redox, se trabaja en ausencia de antisépti-
co, pues las enzimas son endocelulares, como las des-
hidrogenasas.
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La determinación de la actividad deshidrogenásica de los
suelos es muy empleada por distintos grupos de trabajo,
eliminando completamente el oxígeno y reemplazándolo por
un aceptor artificial de electrones, como el tricloro fenil

tetrazolio (TTC) o el iodo nitrofenil tetrazolio (INT), que
se reducen a tricloro fenil formazán (TPF) o iodo nitro-

formazán (INP), rojos, que se extraen con acetona o me-
tanol y se evalúan a 485 nm frente a curva patrón (figura 6).

Es necesario trabajar al abrigo de la luz, pues estos acep-
tores de electrones son fotosensibles.

Se encontraron correlaciones significativas entre consu-
mo de oxígeno y el número de bacterias con la actividad

Figura 6 - Actividad deshidrogenasa con triclorofeniltetrazolio
(TTC) como aceptor artificial de electrones

deshidrogenasa, que se  relaciona con el nivel de materia
orgánica descomponible y con la biomasa microbiana del
suelo. La evolución de las deshidrogenasas y el CO

2
 fue-

ron las determinaciones que permitieron evaluar más rá-
pidamente respuestas de la microflora del suelo frente a
diferentes manejos del suelo.
Un grupo importante de hidrolasas son evaluadas con el
diacetato de fluoresceína. Sólo luego de la hidólisis bio-
lógica se libera la fluoresceína, que se evalúa en el es-
pectrofotómetro, frente a curva patrón.

Es de hacer notar que las enzimas en suelos y aguas no
se determinan directamente, por análisis de sus molécu-
las, sino indirectamente por su capacidad de transformar
una cantidad dada de un sustrato orgánico en productos
conocidos en un tiempo dado, bajo condiciones controla-
das, de temperatura, pH, concentración iónica. Se miden,
por lo tanto, actividades potenciales.

Los métodos de análisis pueden encontrarse en: Schinner
et al., 1999, Tabatabai, 1994, Burns, 1978, Anexo práctico.
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Cuadro 6- Algunas enzimas en el suelo

Sistema enzimático Reacción que cataliza

α y β amilasa Hidrólisis de enlaces glucosídicos  α y β 1-4
arilsulfatasas R-SO

3

= 
+ H

2
O           R-OH + H

+ 
+ SO

4

=

asparaginasa asparagina + H
2
O            aspartato + NH

3

catalasa 2 H
2
O

2
             2 H

2
O + O

2

celulasa Hidrólisis de enlaces glucosídicos  β1-4
quitinasa Hidolisis de enlaces β1-4 aminoglucanos
deaminasa Enlace amida + H

2
O           ácido carboxílico + NH

3

deshidrogenasas X-2e
-
 + aceptor de electrones (colorante)           X + aceptor-2e

-

fenoloxidasas Difenol + 0,5 O
2
            quinona  + H

2
O

fitasas Hexafosfato de inositol + 6 H
2
O            inositol + 6 PO

4

-3

α y β galactosidasa Galactósido + H
2
O           ROH + galactosa

α y β glucosidasa Glucósido + H
2
O           ROH + glucosa

Hidrolasas, en general Diacetato de fluoresceína (DAF)             fluoresceína
lipasa Triglicérido + 3 H

2
O           glicerol + 3 ácidos grasos

ligninasa Liberación de radicales libres de anillos de la lignina
nitrogenasa N

2
            NH

3
            aminoácidos, ureídos

nucleotidasas Desfosforilación de nucleótidos
peptidasas Péptidos           aminoácidos
pirofosfatasa Pirofosfato + H

2
O            2  PO

4

-3

proteasas Proteinas            péptidos y aminoácidos
ureasa Urea           2 NH

3
 + CO

2

+ H
+
 + Cl

–
N N

H

N N

+ 2e
–
 + 2H

+N N

N
+

N

Cl
–

TTC (incoloro) TPF (rojo)
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Se usa medio con extracto de suelo y una fuente de car-
bono y energía (glucosa). Más frecuentemente se deter-
minan las poblaciones de bacterias de acuerdo a los gru-
pos fisiológicos de interés para el investigador, para los
cuales es posible formular medios y condiciones de culti-
vo selectivos. (Anexo práctico).

de totales o microscópicos, evalúan poblaciones viables
y no viables de bacterias en suelos: en general 108-109

células/g de suelo seco. Los recuentos de viables no re-
presentan un 10% de estas cifras, y muchas veces me-
nos del 1%.

Las bacterias del suelo raramente se encuentran aisla-
das, sino que se agrupan en colonias (figura 5) y muchas
veces resulta difícil separarlas al efectuar las suspensio-
nes-diluciones, para los recuentos de viables. Otra limita-
ción es la adsorción sobre partículas de humus o arcillas,
que disminuye los recuentos de bacterias.

Actividad biológica global

Sin detenernos en el estudio de grupos particulares de
organismos de un ecosistema dado, muchas veces inte-
resa conocer globalmente su actividad mediante el em-
pleo de técnicas que evalúan la actividad de la micropo-
blación en su conjunto. Son técnicas comparativas em-
pleadas para informar rápidamente sobre la potenciabili-
dad biológica de estos ambientes.

Actividad respiratoria
En el caso del suelo se correlaciona esta actividad con el
contenido de materia orgánica, humedad y prácticas de
manejo. Pero se incluye el CO

2
 de la mesofauna y de las

raíces, resultando difícil distinguir la contribución de cada
uno en ensayos de campo. La actividad in situ se determi-
na evaluando volúmenes conocidos de la atmósfera so-
bre una superficie determinada de terreno (m2).

La determinación del CO
2
 se realiza por varias técnicas:

� absorción en solución alcalina (KOH) y determinación
volumétrica o gravimétrica

� conductividad eléctrica en solución alcalina
� espectrometría en la zona del infrarrojo

� cromatografía gaseosa, con detector de conductividad
térmica.

La absorción del O
2
 se mide por electrodos específicos o

en modificaciones del aparato de Warburg, con recipien-
tes internos que permiten muestras de suelos de 10-20 g,
los cambios de presión se miden a volumen constante, el
CO

2
 se recoge en solución alcalina.

Actividad enzimática

Las actividades de los microorganismos requieren la par-
ticipación de un conjunto de enzimas. La actividad de una
de ellas, bien escogida, puede reflejar la actividad biológi-
ca global. El cuadro 6 muestra algunas de las enzimas
evaluadas en los suelos.

Agregando un antiséptico, como el tolueno, se logra en
parte detener la proliferación microbiana durante el perío-
do de incubación y pueden evaluarse las enzimas libera-
das por los microorganismos, los vegetales y animales.
Son actividades potenciales, evaluadas en el laboratorio,
bajo condiciones controladas.

Ciertas enzimas son ubicuistas, se encuentran virtualmen-
te en todos los tipos de suelos, como la ureasa, catalasa,
fosfatasas y los varios tipos de peptidasas. Otras pueden
producirse en el suelo bajo ciertas condiciones.

Entre las hidrolasas se evalúan la sacarasa, amilasa,
celulasa, incorporando a muestras de suelo solución con
el sustrato específico. Luego de una incubación apropia-
da en condiciones controladas, se extraen los productos
de la hidrólisis, determinándose los  azúcares reductores,
durante el tiempo de incubación. Es muy empleado el ace-
tato de fluoresceína como sustrato de numerosas hidrola-
sas, evaluándose la fluoresceína liberada.

Otras enzimas evaluadas son: fosfatasas, con glice-
rofosfato como sustrato, proteasas, ureasas, ARNasa,
ADNasa. En la evaluación de enzimas que catalizan
reacciones redox, se trabaja en ausencia de antisépti-
co, pues las enzimas son endocelulares, como las des-
hidrogenasas.
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La determinación de la actividad deshidrogenásica de los
suelos es muy empleada por distintos grupos de trabajo,
eliminando completamente el oxígeno y reemplazándolo por
un aceptor artificial de electrones, como el tricloro fenil

tetrazolio (TTC) o el iodo nitrofenil tetrazolio (INT), que
se reducen a tricloro fenil formazán (TPF) o iodo nitro-

formazán (INP), rojos, que se extraen con acetona o me-
tanol y se evalúan a 485 nm frente a curva patrón (figura 6).

Es necesario trabajar al abrigo de la luz, pues estos acep-
tores de electrones son fotosensibles.

Se encontraron correlaciones significativas entre consu-
mo de oxígeno y el número de bacterias con la actividad

Figura 6 - Actividad deshidrogenasa con triclorofeniltetrazolio
(TTC) como aceptor artificial de electrones

deshidrogenasa, que se  relaciona con el nivel de materia
orgánica descomponible y con la biomasa microbiana del
suelo. La evolución de las deshidrogenasas y el CO

2
 fue-

ron las determinaciones que permitieron evaluar más rá-
pidamente respuestas de la microflora del suelo frente a
diferentes manejos del suelo.
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diacetato de fluoresceína. Sólo luego de la hidólisis bio-
lógica se libera la fluoresceína, que se evalúa en el es-
pectrofotómetro, frente a curva patrón.

Es de hacer notar que las enzimas en suelos y aguas no
se determinan directamente, por análisis de sus molécu-
las, sino indirectamente por su capacidad de transformar
una cantidad dada de un sustrato orgánico en productos
conocidos en un tiempo dado, bajo condiciones controla-
das, de temperatura, pH, concentración iónica. Se miden,
por lo tanto, actividades potenciales.

Los métodos de análisis pueden encontrarse en: Schinner
et al., 1999, Tabatabai, 1994, Burns, 1978, Anexo práctico.
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pecies activas, contribuyen a completar la información
sobre su número y actividades. Se emplean procedimien-
tos microscópicos para la observación in-situ, incluso se
filman eventos en el tiempo.

El suelo no debe alterarse y la estructura se mantiene por
impregnación con gelatina o resinas. Cortes finos permi-
ten la observación al microscopio luminoso o en el elec-
trónico por transmisión o por barrido de superficies.

La microscopía fluorescente permite visualizar las rela-
ciones de bacterias y hongos con partículas orgánicas e
inorgánicas. Es posible efectuar aislamientos con micro-
manipulador; las bacterias ofrecen más dificultad por su
pequeño tamaño y mayor espaciamiento. La rizósfera ofre-
ce un hábitat muy favorable para su proliferación y se han
desarrollado técnicas muy precisas que muestran la rela-
ción de células de la raíz con microorganismos de interés
(Rhizobium, Azotobacter, etc.) empleando anticuerpos fluo-
rescentes específicos.

La microscopía óptica: la clásica técnica de Rossi y Cho-
lodny, entierra un portaobjeto solo o con un film de nu-
trientes, permite observar cambios de la distribución es-
pacial de los microorganismos en el tiempo. Son emplea-
dos otros materiales transparentes como celulosa, cuti-
na, quitina.

Aislamiento y recuento de los microorganis-
mos en medios selectivos

Rara vez un ambiente natural contendrá un sólo tipo de
microorganismo, en la mayor parte de los casos existe
una gran variedad. Los microorganismos se aíslan de la
naturaleza en cultivos puros para su identificación y el
estudio de su autoecología. Los medios empleados son
muy numerosos: generales, selectivos, diferenciales, etc.
Estos procedimientos permiten el aislamiento o bien el re-
cuento de viables (medios líquidos o sólidos). El cuadro 5
presenta algunos ejemplos en el aislamiento de bacterias.

El éxito del enriquecimiento requiere el uso de una fuente
apropiada de “inóculo”. Si bien los microorganismos son
muy ubicuistas y se encuentran en casi todos los ambien-

tes, el investigador busca aquellos ambientes en donde el
organismo deseado predomina. La pasteurización del inó-
culo (80ºC, 15 minutos) al matar células vegetativas per-
mite aislar muchos organismos esporulados en distintos
medios de enriquecimiento.

Winogradsky (microbiólogo soviético, 1856-1953) fue el
primero en evaluar la actividad de un grupo de especies
en el suelo mismo, en lugar de hacerlo con una especie
aislada, en medio artificial. El suelo se humedece conve-
nientemente hasta formar una pasta (técnica de la tierra
empastada) con el agregado de alguna sustancia nutrien-
te para el grupo microbiano que se desea exaltar.

El suelo se incuba en cajas de Petri hasta el desarrollo de
colonias en su superficie. Esta técnica se sigue emplean-
do actualmente, por ejemplo, para poner en evidencia rá-
pidamente la carencia del suelo en ciertos nutrientes como
fósforo o calcio. Azotobacter, muy exigente en fósforo, cre-
ce solo alrededor de las fuentes de este elemento, colo-
cadas sobre el suelo empastado.

La columna de Winogradsky se emplea aun para el
enriquecimiento  de bacterias fotosintéticas purpúreas y
verdes (capitulo 3). Este modelo se ha empleado mucho
para enriquecer variedad de procariotas, tanto aerobios
como anaerobios: la columna se enriquece con un sus-
trato particular cuya degradación se desea estudiar y se
deja un tiempo para que estos microorganismos se se-
leccionen. Al enriquecimiento en la columna sigue el ais-

lamiento en cultivo puro sobre agar, pudiéndose ob-
tener especies de crecimiento lento, quizá ecológicamen-
te más importantes. Todo aislamiento termina en medio

sólido, dando colonias originadas por la progenie a
partir de una sola célula.

Recuentos

Las densidades microbianas se evalúan por diferentes
métodos de recuento:

de viables en medios líquidos o sólidos o en plantas en
caso de simbiosis. No existe un medio de cultivo que per-
mita el desarrollo de la población microbiana heterótrofa.
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Las enzimas del suelo no se recuperan fácilmente, y po-
cas veces son aisladas en forma pura. Ellas están inmo-
bilizadas con arcillas y el humus.

La actividad enzimática fluctúa, como las poblaciones mi-
crobianas con condiciones bióticas y abióticas. Las activi-
dades son particularmente altas en suelos productivos ri-
cos en materia orgánica. Muchos factores como la hume-
dad, temperatura, aireación, cambios estacionales, prác-
ticas de manejo, la forestación, etc. ejercen influencias en
la presencia y abundancia de enzimas.

Actividad bioquímica global

Se compara la capacidad de degradación de un sustrato
particular midiendo su desaparición por pérdida de peso
o análisis químico o indirectamente siguiendo la produc-
ción de metabolitos, o por respirometría. La muestra (suelo,
agua, restos orgánicos, alimentos) se incuba con la sus-
tancia cuya biodegradación se desea evaluar: proteína,
ácidos, húmicos, almidón, en condiciones controladas de
laboratorio (actividad potencial) o en el campo (activi-

dad real) y se sigue la desaparición de la sustancia o la
aparición de productos del metabolismo: amonio, nitra-
tos, sulfatos.

Estas técnicas evalúan la actividad de un grupo grande
de microorganismos (grupos fisiológicos) sin detener-
se en la caracterización de géneros o especies respon-
sables.

El empleo de modelos computabilizados constituye una
invalorable ayuda para el ecólogo y su empleo facilita las
interpretaciones.

El empleo de radioisótopos, microelectrodos e isóto-

pos estables ha contribuido mucho en la evaluación de
la actividad microbiana en ambientes naturales.

Así, en evaluación de la fotosíntesis se mide la captación
del CO

2
-C14 en las células y con S35 los procesos de oxi-

do-reducción del azufre. La metanogénesis en ambientes
naturales se puede evaluar por la conversión del CO

2

marcado a metano marcado en presencia de H
2
. El N15 es

otra de las herramientas más empleadas en la evaluación
de  transformaciones del N en ambientes naturales.
En el estudio de microambientes, se emplean micro-

electrodos (de O
2
, S=, pH, amonio) para evaluar proce-

sos biológicos en la naturaleza.

La técnica de percolación (Dommergues, Mangenot,
1970), se emplea en evaluación de la cinética de algunos
procesos de mineralización o de oxidorreducción. Se si-
mula el perfil del suelo colocándolo en una columna de
vidrio. El metabolito en estudio se recicla a través del sue-
lo (cíclica o acíclicamente) y la población se investiga como
una unidad biológica. Se emplea para el estudio de la hi-
drólisis de numerosas sustancias, la oxidación del amo-
nio, de sulfuros, etc. Periódicamente se extraen muestras
del líquido percolante y se analizan los metabolitos, en
función del tiempo.

Figura 7-  Actividad  bioquímica en suelos: percolación cíclica
de una sal de amonio
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La figura 7 indica que la reacción de oxidación del amo-
nio es una actividad bacteriana ya que los hongos o ac-
tinomicetes no exhiben incrementos logarítmicos en la
actividad bioquímica. La velocidad de reacción se pue-
de medir mejor por la acumulación de nitrito y nitrato,
que por la desaparición del amonio, que puede ser ad-
sorbido a los coloides.

Evaluación de la biomasa microbiana

La fracción de la materia orgánica que se encuentra en
células  microbianas se emplea mucho como parámetro
de actividad biológica ya que son los microorganismos
los agentes que catalizan los procesos biológicos.
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Métodos de estudio en ecología microbiana

Los métodos que se aplican a estudios de ecología mi-
crobiana se resumen en el cuadro 5:

Cuadro 5- Técnicas de estudio en ecología
microbiana

Forma y ordenamiento de los microorganismos

in-situ

Lámina enterrada, microscopía óptica, fluorescen-
te, anticuerpos fluorescentes, sondas marcadas
Aislamiento y recuentos

Recuentos de viables:
microflora total, algas, hongos, etc.
grupos fisiológicos: celulolíticos, fijadores de N

2
,

amilolíticos, nitrificantes
Biomasa microbiana  C, N, P, de la biomasa (kg/ha)

i) Recuentos y  peso de cada microorganismo
ii) Método de fumigación-incubación: diferencias

en flujo de C-CO
2
 entre muestras fumigadas y

no fumigadas con cloroformo y reinoculadas con
suelo fresco

iii) Método de fumigación-extracción: el C, N, P, de
la biomasa muerta se extrae y se cuantifica

Actividad biológica global

Respiración: aerobia (CO
2
, O

2
), anaerobia (N

2
, CH

4
,

etc)
Enzimas: deshidrogenasas, fosfatasas, ureasas, hi-
drolasas
Actividad  metabólica: evaluación de productos fi-
nales (CO

2
, amonio, nitrato) o iniciales (sustratos)

Medida de la bidiversidad: Estudios de los mi-

croorganismos sin aislamiento previo

Extracción de ADN y su reasociación
Secuenciación del ARN ribosomal (16S y 23S)
Composición de lípidos
Perfiles metabólicos: utilización de hidratos de C,
se evalúa diversidad fisiológica o funcional

Es necesario distinguir actividades: i) potenciales, que
se evalúan en el laboratorio (in-vitro) y tienen un valor re-
lativo de comparación de situaciones (suelos, ecología,
manejo) ya que reflejan lo que el ecosistema podría ren-
dir si las condiciones fueran las óptimas (temperatura, ai-
reación, nutrientes).

La presencia de una alta población de un determinado
grupo fisiológico no significa que el proceso se esté reali-
zando. Una población abundante puede resultar inactiva,
si no se reúnen las condiciones necesarias. Se determi-
nan en el laboratorio, ii) reales, que se evalúan en el
terreno (in situ), donde interactúan  todos los factores
abióticos. Resultan más difíciles de determinar: la respi-
ración en el terreno requiere la instalación de campanas
para  recoger el CO

2
. La evaluación de la nitrificación en

suelos luego del  agregado de fertilizantes nitrogenados
en el campo, requiere medidas de la evolución de
N-(NH

4
+, NO

2
-, NO

3
-) por distintas  técnicas: desplazamiento

y destilación, por empleo de electrodos específicos, colo-
rimetría, etc. que se realizan en el  laboratorio, pero los
procesos ocurrieron en el campo.

Los procesos que involucran pérdidas de elementos se
evalúan por la liberación de gases, en dispositivos cerra-
dos y análisis en cromatografía gaseosa  (N

2
, N

2
O, CH

4
,

H
2
, CO

2
)

El empleo de elementos marcados:   C
14

, N
15

, S
32   

etc.
resulta muy útil en estudios ecológicos.

Estos estudios brindan información sobre los tipos micro-
bianos, biomasa (material vivo) y la función y se realizan
tanto en comunidades en su ambiente natural (sinecolo-

gía) como sobre especies aisladas en condiciones de la-
boratorio (autoecología). Pero, para lograr una compren-
sión completa de los microorganismos, se combinan am-
bas aproximaciones.

El hombre no estudia estos temas por simple curiosidad,
sino por su vinculación con la fertilidad del suelo, depura-
ción de aguas, deterioro de alimentos, biorremediación
de ambientes. Estos conocimientos se  emplean luego
para dirigir estos procesos en forma beneficiosa.

Determinación de la forma y ordenamiento de
los microorganismos in situ

El estudio de los microorganismos in-situ tiene la ventaja
de permitir al ecólogo microbiano medir los efectos de
cambios físicos y químicos en una muestra aislada. Sin
embargo, los estudios efectuados en aislamientos de es-
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La biomasa microbiana se determina por:
� recuento del número de células o midiendo la longi-

tud de micelio presente en una muestra, calculando el
volumen y peso de tales propágulos al multiplicarlo
por el peso específico, se puede calcular el peso de
los microhabitantes de una muestra de suelo, agua,
alimentos

� técnica de fumigación e inoculación (FI) (Jenkinson
y Powlson, 1976) al desinfectar el suelo con cloroformo
la mayoría de los microorganismos muere y sus restos
son mineralizados al reinocularlo con suelo fresco. Se
miden los picos de CO

2
 de ambas muestras luego de

un período de incubación (Anexo práctico).

Una pequeña fracción de la materia orgánica es rápida-
mente convertida en CO

2
 (2,3-3,4% del carbono del sue-

lo) y representa la biomasa. Este constituye uno de los
métodos más interesantes propuestos en los últimos años
para evaluar la fracción viva de la microflora del suelo y
refleja variaciones debidas a prácticas de manejo, uso de
pesticidas, etc.

� técnica de fumigación-extracción (FE): que consiste
en extraer el carbono, el nitrógeno o el fósforo, lábiles
de la microflora, que se valoran por técnicas clásicas
(oxidación con dicromato de potasio en caliente y valo-
ración espectrofotométrica) (Schinner et al., 1996).

La técnica de fumigación presume:
1- Que todos los microorganismos son muertos durante

el proceso y el C de los organismos muertos es más
fácilmente mineralizado que la de los vivos. La degra-
dación del humus nativo ocurre al mismo ritmo en sue-
los fumigados y en no fumigados.

2- El solo efecto de la fumigación es matar a los microor-
ganismos y la muerte de los mismos en las muestras
no fumigadas es despreciable.

3- La fracción del C de la biomasa muerta mineralizada
en un período dado de tiempo es similar para todos los
suelos en estudio.

Esta última presunción no es enteramente válida, en sue-
los que reciben grandes cantidades de sustratos frescos,
o aquellos muy arcillosos que adsorben materiales libera-
dos por las células lisadas.

C-biomasa: F- NF/k
Donde: F-NF es la diferencia en los flujos de C-CO

2
 entre

la muestra fumigada (F) y la no fumigada (NF) y k es la
fracción del C de la biomasa mineralizado a CO

2
 en el

curso del período de incubación (usualmente entre 10 y
14 días).

Estos valores obtenidos a partir de cultivos puros de bac-
terias y hongos enriquecidos con C14  varían entre 43 y
50% (0,43 a 0,50) y la mayoría de los autores emplean el
valor 0,45. En suelos minerales se suele emplear 0,33. El
desconocimiento de esta constante es una de las limita-
ciones del método.

Idea de biomasa de los diferentes grupos micro-
bianos
Una forma útil de expresar la densidad de los distintos
grupos microbianos en el suelo, es señalando su bioma-

sa en kg materia viva/ha.

Ejemplo, por recuentos: 1g de suelo fértil puede con-
tener 5m de micelio fúngico, 1x108 células bacterianas,
1x106 esporas de actinomicetes. Si consideramos el peso
de una bacteria o actinomicete como 1,5x10-12g y que
1m de micelio fúngico puede alcanzar 9,4x10-5g, la bio-
masa total de esta microflora llegaría a 6,0x 10-4g, la que
representa menos del 0,06% del peso total del suelo
(1 g).  Este dato puede ser en realidad menor, ya que el
peso promedio celular se determinó en ensayos de la-
boratorio, en condiciones nutricionales más favorables
que las de campo.

Un suelo arenoso, con área superficial de partículas baja
(72 cm2/g), tendría sólo el 0,02% de la superficie de sus
partículas colonizadas por bacterias. Se comparan las
imágenes al microscopio electrónico de partículas de suelo
colonizadas con la observación de la vegetación desde
un avión, en un desierto. En el ejemplo anterior vimos que
1g de suelo fértil puede contener 109 bacterias/g; si el vo-
lumen de cada una de ellas es de 1 micra3 y su densidad
media de 1,5 g/cm3, tenemos que su peso será:

P =  V x d =  10-12 cm3 x 1,5g/cm3  =  1,5 x 10-12g

Biomasa de bacterias/g suelo = 1,5 x 10-12 x 109 =1,5 x 10-3g/g
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o más convenientemente como su log
10

, conocida como
escala de pF, cuyos valores varían entre 0 y 7.

Algunos niveles de importancia biológica:

� 400 barias (aproximadamente 400 atmósferas, pF 5,6),
tensión sobre la cual cesa toda actividad microbiológica
en el suelo

� 15 barias (aproximadamente 15 atm; pF 4,2), tensión
en la cual la mayoría de los vegetales alcanza el punto
de marchitamiento permanente

� 1/3 de baria (aproximadamente 1/3 atm; pF 2,5), hume-
dad correspondiente a la humedad equivalente en sue-
los de textura media a gruesa, es decir la humedad de
una muestra de suelo que luego de haber sido satura-
do, se somete por 30 minutos a una fuerza centrífuga
de 1000 g (aproximadamente 2.440 rpm).

La aireación y la humedad están directamente relacio-
nados ya que la porción del espacio poroso que no con-
tiene agua está ocupada por gases, que constituyen la
atmósfera del suelo. Comúnmente, la concentración de
CO

2
 excede a la atmosférica en un factor de 10 o 100 y el

O
2
 es menos abundante.

Estas variaciones están relacionadas con la actividad res-
piratoria de la población del suelo: vegetal y microbiana.

� Un suelo bien aireado, desde el punto de vista micro-
biológico, es aquel en el cual los procesos que requie-
ren O

2
 proceden a rápida velocidad.

� Un suelo mal aireado está asociado a un mal drenaje y
saturación como ocurre en general en suelos pesados,
con muchas arcillas que poseen gran proporción de
microporos que retienen fuertemente el agua. El oxíge-
no es poco soluble en agua y nuevos procesos ocurren,
muchos de ellos perjudiciales para los vegetales, por
ejemplo, se libera N

2
 o CH

4
, aparecen inhibidores orgá-

nicos y se acumulan S=, Fe++, Mn++.

Vemos así que las características del suelo determinan:

� el ambiente donde se encuentran los microorganismos
� la composición de la población microscópica tanto cuali

como cuantitativamente. Toman del suelo el agua, ga-

ses, nutrientes minerales y orgánicos, y el suelo les sir-
ve como tampón en los cambios bruscos que pueden
ocurrir en el pH. Los microorganismos contribuyen, con
otros organismos, a la alteración de la roca madre, for-
mando la reserva orgánica (humus), pero participan tam-
bién a su degradación.

� el desarrollo microbiano más extensivo ocurre como mi-
crocolonias en la superficie de las partículas del suelo,
como se aprecia en la figura 5 (Madigan et al.,2000).

Como resumen, el cuadro 4 resume los factores que inci-
den en la actividad biológica.

Cuadro 4- Factores que afectan la actividad
microbiana

� características de los propios microorganismos
� disponibilidad de nutrientes: materia orgánica, O

2
,

N, S, P, etc.
� factores físicos: temperatura, aireación humedad, pH
� manejo: aireación/compactación; distribución de

la MO disponibilidad de agua;  temperaturas en
primavera

� residuos vegetales o aplicación de abonos
� sistemas de cultivo y rotaciones
� interacciones con otros microorganismos
� interacciones con otros organismos (plantas, ani-

males)

arcilla

cuarzo

cuarzo

aire

aire
agua

microcolonia

arcilla

materia

orgánica

arcilla

Figura 5- Agregado de suelo
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Este dato que representa 0,15% del peso del suelo, pue-
de llevarse a kg/ha: una hectárea de suelo de 0,20 m de
profundidad pesa:

10.000 m2  x 0,2 m =  2.000 m3 (d aprox. = 1g/cm3), que
equivale a un peso de 2.000.000 kg de suelo. La biomasa
bacteriana será de:

2,0 x 106kg x 1,5 x 10-3 kg =  3.000 kg/ha

El cuadro 7 presenta resultados de evaluaciones prome-
dio del número y la biomasa de diferentes grupos de mi-
croorganismos del suelo. Nótese la importancia de la bio-
masa fúngica, hecho no reflejado por el recuento de pro-
págalos/g de suelo.

Cuadro 7-  Número aproximado y biomasa (kg/ha
de suelo) de organismos en el suelo

Grupo Número/g suelo Biomasa microbiana

kg/ha

bacterias  3-500 millones 300-10.000
actinomicetes  1-20     “ 300-3.000
hongos  5.000-100.000  500-5.000
levaduras  1.000-100.000  100-5.000
algas  1.000-100.000    10-1.500
protozoos  1.000-100.000      5-200
virus (bacteriófagos)  10

10
-10

11

nemátodos  10-100     1-100
lombrices   10-1000

Indicadores de la calidad del suelo

Los cambios en la calidad del suelo  son avaluados por
indicadores y éstos deben ser comparados con los valo-
res deseables (niveles umbral o límites críticos) a diferen-
tes intervalos de tiempo, en el agroecosistema seleccio-
nado. El problema que se presenta, como se comprende-
rá, es determinar cuales son los valores que se conside-
ran deseables, los de un  suelo saludable. En general el
umbral de comparación se obtiene de los ecosistemas no
perturbados, por ejemplo las actividades de un suelo bajo
bosque se comparan con las del mismo suelo no alterado
(campo natural) (Sicardi et al., 2004).

En áreas donde ya no existen ecosistemas naturales, el

establecimiento de los umbrales de equilibrio o desea-
bles de un indicador, se efectúa a partir de los valores
medios resultantes de estudios realizados con anteriori-
dad, en los mismos suelos. La determinación de estos
límites de comparación constituye una limitante en mu-
chos estudios.

El cuadro 8 señala las determinaciones más corrientes
en la evaluación de la actividad biológica de suelos y
aguas, que incluyen análisis físicos, químicos y biológi-
cos, a los cuales se van agregando aquellos que anali-
zan presencia de microorganismos sin aislarlos (biodi-
versidad).

 La selección de parámetros como indicadores biológi-
cos de la calidad del suelo, sensibles a cambios en el
uso y manejo del mismo y que se correlacionen con las
clásicas determinaciones físicas y químicas, es motivo
de numerosos estudios (Pankhurst et al, 1997; Smith et

al, 2000, van Bruggen y Semenov, 2000, Frioni et al,
2003, Albanesi et al,  2003).

Cuadro 8-  Parámetros empleados como
indicadores de la calidad del suelo

Indicadores Indicadores Indicadores

físicos químicos biológicos

textura C-orgánico total recuentos, biomasa
microbiana

capacidad pH enzimas, respiración
de campo

profundidad conductividad medida de la biodiversi-
eléctrica dad: perfil de ácidos nu-

cleicos, de ácidos gra-
sos, perfiles metabólicos

densidad N, P, K, extraíbles N-mineralizable

El cuadro 9 es una típica aplicación de estos parámetros
en la evaluación del efecto de distintos sistemas de la-
branzas en los suelos. Se aprecia una mayor acumula-
ción de materia orgánica, N% y grupos microbianos con
prácticas que como las conservacionistas no exponen al
humus a la rápida biodegradación.
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La fracción mineral
Esta fracción, generalmente menos que el 50% del vo-
lumen del suelo, se originó por desintegración de la roca
madre, meteorizada en el curso del tiempo. Ejerce gran
importancia en la disponibilidad de nutrientes, la airea-
ción, la retención y el movimiento del agua y afecta a la
microflora. Las partículas varían desde gravas de más
de 2 mm hasta las arcillas, menores a 2 micras, visibles
sólo al microscopio. Forman agregados con la materia
orgánica que contribuyen a la estructuración del suelo.
Químicamente están constituidos por aluminosilicatos,
óxidos y carbonatos. Las arcillas presentan la mayor
reactividad ya que poseen una gran relación superficie/
volumen.

La fracción mineral presenta propiedades químicas y acti-
vidades variables según el tamaño de las partículas. La
arena y el limo están formados por cuarzo, feldespatos,
micas, y otros silicatos. Su actividad química es casi nula
a corto plazo. La arcilla está constituida por silicatos de
estructura folìacea semejante a las micas y se caracteri-
zan por presentar propiedades coloidales, con gran rela-
ción superficie a volumen con predominio de cargas elec-
trostáticas negativas. Están formadas por minerales se-
cundarios del grupo de la montmorillonita, illita, caolinita,
etcétera.

Las arcillas y el complejo arcilla-humus retienen iones de
signo contrario, generalmente cationes. Estos están en equi-
librio con la solución del suelo, con los que se pueden inter-
cambiar. Cuando aumenta la concentración de un catión
en la solución, por ejemplo al agregar un fertilizante, el ca-
tión agregado desplaza una parte de los otros cationes re-
tenidos por el coloide, que a su turno pasan a la solución.
 La cantidad total de cationes que puede retener un suelo
constituye su capacidad de intercambio (CIC), que se ex-
presa en miliequivalentes/100 g de suelo. Los cationes se
pueden ordenar por su capacidad de adsorción:

Al+3 > H+ > Ca+2 > Mg+2 > K+  =  NH
4
+ > Na+

Muchas sustancias asimiladas por |os microorganismos
son aniónicas, como los bicarbonatos, nitratos, fosfatos,
sulfatos, molibdatos, pero la capacidad de intercambio
aniónico no es apreciable. El amonio es fácilmente reteni-

do por los coloides del suelo, pero los nitratos, formados
por la oxidación biológica de aquellos son, por el contra-
rio, muy móviles, desplazándose tanto lateralmente como
en profundidad.

La fracción orgánica
Materiales orgánicos de origen animal o vegetal llegan o
son formados en el suelo, donde son descompuestos por
las actividades microbianas.  La materia orgánica que no
es completamente degradada contribuye a la formación
del humus, material amorfo, formado por una mezcla com-
pleja de sustancias altamente polimerizadas. Dentro de
esta fracción, una pequeña proporción es soluble en agua
(azúcares, aminoácidos), pero la mayor parte consiste en
materiales oscuros, insolubles.

El humus constituye la reserva nutritiva de un suelo, por
sus propiedades coloidales retiene e intercambia catio-
nes básicos, se asocia a minerales coloidales y puede ser
adsorbido en la superficie de partículas minerales.

Componentes líquidos y gaseosos
El agua del suelo está sujeta a fluctuaciones que afectan
profundamente a las poblaciones microbianas y a las raí-
ces. Contiene solutos como sustancias minerales y orgá-
nicas además de gases y constituye el medio nutritivo lí-
quido para los microorganismos.

Si el suelo está saturado con agua, el exceso drenará por
gravedad. La cantidad de agua retenida luego de un es-
currimiento de 2-3 días se denomina capacidad de re-

tención de agua o capacidad de campo y según la tex-
tura, esta tensión puede variar entre 0,1 y 0,5 barias para
suelos de textura gruesa o fina, respectivamente. En ge-
neral, se toma como promedio una succión de 0,33 ba-

rias. Cuando el suelo se seca, los espacios porosos se
llenan progresivamente con aire, hasta que toda el agua
capilar es removida, quedando el agua más fuertemente
retenida: osmótica e higroscópica.

A medida que el suelo se seca, resulta más dificultoso
remover el agua residual. Es posible medir, por variedad
de métodos, la presión de succión necesaria para llevar
el suelo a un determinado nivel de humedad. Esta pre-
sión es normalmente medida en cm de succión de agua,
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Cuadro 9- Relación entre propiedades físicas,
químicas y microbiológicas en suelos con labranza

mínima y convencional (LM/LC) (promedio de
6 localidades en dos profundidades)

Parámetros LM/LC a LM/LC a

(0-7,5cm) (7,5-15cm)

C-orgánico total 1,41 0,99
N-total 1,29 1,01
densidad 1,04 1,05
espacio poroso con agua 1,28 1,11
aerobios totales 1,35 0,66

bacterias 1,41 0,68
hongos 1,35 0,55

anaerobios facultativos 1,31 0,96
anaerobios totales 1,27 1,05

Medida de la biodiversidad

Se ha recurrido a métodos genéticos y bioquímicos que
no requieren el aislamiento y cultivo previo de los micro-
organismos activos en un ecosistema.

Históricamente una variedad de métodos bioquímicos,
serológicos y fenotípicos se han empleado para caracteri-
zar bacterias, tales como rhizobios y otras asociadas a
las plantas: perfil de proteínas totales, de plásmidos, aná-
lisis de ácidos grasos, resistencia intrínseca a antibióti-
cos, sensibilidad a bacteriófagos e isoenzimas.

Más recientemente el desarrollo y la aplicación de métodos
moleculares, basados en estudios de ácidos nucleicos, han
permitido grandes avances en la identificación y determi-
nación de relaciones filogenéticas de organismos de im-
portancia para la agricultura y el medio ambiente.

Los métodos más recientes pueden agruparse en dos
categorías (Bottomley, 1998):

� los basados en la caracterización de los ácidos nuclei-

cos, que permiten agrupar cepas en grupos coheren-
tes, pudiendo establecerse relaciones filogenéticas y
diferenciar cepas de igual género y especie

� los basados en la detección fenotípica de marcado-

res genéticos, como resistencia a antibióticos, enzimas

metabólicas, proteínas fluorescentes,  perfil de ácidos
grasos, etc.

Ecología genética

En los últimos años ha habido una eclosión de metodolo-
gías genéticas para analizar las comunidades microbia-
nas a nivel de laboratorio y en ecosistemas naturales. Son
relativamente simples aunque el equipamiento y los reac-
tivos, pueden limitar su empleo masivo. Detectan peque-
ñas cantidades de material genético y también permiten
clasificar microorganismos en grupos filogenéticos.

La doble hélice del ADN es la base de dos análisis muy
importantes:
� sondas genéticas, construidas para reconocer secuen-

cias específicas de un microorganismo
� la reacción en cadena de la polimerasa, conocida por

su abreviatura en inglés (PCR)

Estas técnicas pueden también emplearse  a secuencias
de ARN: ribosomal (rARN), mensajero (mARN) y de trans-
ferencia (tARN). Dos tipos, el rARN y el  mARN se usan
mucho en análisis genéticos, estudios filogenéticos y en
estimaciones de actividad metabólica. La secuencia de
bases del ARN se transcribe a secuencias conservadas
del ADN.

Numerosos trabajos señalan la utilidad y las limitaciones
de estos métodos basados en caracteres genotípicos,
sobre todo en estudios de microorganismos asociados a
plantas. El aislamiento del ácido nucleico no siempre es
requerido para la aplicación de métodos de detección
molecular, que involucran tratamientos enzimáticos o
amplificación de trozos de ADN por la reacción en cadena
de la polimerasa (PCR). Para este estudio puede utilizar-
se una colonia bacteriana entera, un trozo de planta colo-
nizada por un hongo micorrítico, o un nódulo entero en el
caso de rhizobios (Schneider y De Bruijn, 1996).

Algunas de las técnicas utilizadas para caracterizar áci-
dos nucleicos incluyen: extracción del ADN de una mues-
tra de suelo y determinación del rango de reasociación de
ese ADN. Se ha determinado que unas 4.000 tipos de
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culados a la degradación de la materia orgánica, las
transformaciones de los elementos minerales muy im-
portantes para la nutrición de las plantas, como el N, P,
S, Fe, Mn, etc.

� general, el suelo se describe como un organismo vivo,
ya que nace por la pedogénesis de la roca madre, se
desarrolla por múltiples procesos de degradación y sín-
tesis, almacena reservas y puede llegar a morir por mi-
neralización gradual si no se conserva su reserva de
materia orgánica: el humus.

Las actividades de los microorganismos en este ambien-
te altamente heterogéneo, difieren drásticamente del com-
portamiento manifestado en medios clásicos de laborato-
rio. Los microorganismos no actúan solos; otros microor-
ganismos, la micro y meso  fauna, la vegetación y las pro-
piedades físicas y químicas del suelo y la acción del clima
y el hombre, contribuirán a exaltar o a inhibir un determi-
nado proceso biológico.

Descripción general del suelo
El suelo está compuesto de cinco componentes princi-
pales: la fracción mineral, la orgánica, agua, aire y orga-
nismos vivos. El esquema siguiente resume las propor-
ciones de cada uno, aunque los valores varían con los
suelos y con la profundidad. De la fracción inanimada, la
cantidad de materia orgánica y mineral es relativamente
constante en un sitio dado, mientras que el aire y agua
fluctúan (representan aproximadamente la mitad del
volumen del suelo y constituyen el espacio poroso)
(figura 4).

Figura 3 -  Efecto de  la  llegada de aguas con materia
orgánica a un río
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A medida que el agua se aleja de la entrada del drenaje,
la materia orgánica se consume gradualmente y el conte-
nido de O

2
 regresa a la normalidad. La disminución del

oxígeno es indeseable ya que la mayoría de los organis-
mos superiores requieren este gas y mueren en anaero-
biosis. Se forman además compuestos de mal olor (ami-
nas, amidas, mercaptanes, H

2
S) por bacterias anaeróbi-

cas, algunas de las cuales son también tóxicas para ani-
males y plantas.

Terrestres

El comportamiento de una población microbiana y sus efec-
tos sobre el suelo están gobernados en gran parte por las
características físicas y químicas de éste. El concepto sue-
lo se puede abordar desde distintos puntos de vista:

� edafológico, el suelo es la capa más externa de la su-
perficie de la tierra, diferente a la roca madre de la cual
tomó origen, por la acción combinada de factores muy
diversos como el clima, roca madre, vegetación, micro-
flora, en el transcurso del tiempo pedológico

� agrícola, el suelo es la región de la tierra que permite la
vida de las plantas, del cual obtienen el soporte mecá-
nico y los nutrientes necesarios

� microbiológico, el suelo constituye un medio único, ya
que contiene gran población de bacterias, actinomice-
tes, algas, hongos, protozoos, virus, es uno de los luga-
res en donde las interacciones biológicas son más in-
tensas y donde ocurren los procesos bioquímicos vin- Figura 4-  Principales componentes del suelo

biomasa microbiana (2-5% de C-total)

materia orgánica

minerales
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bacterias genéticamente diferentes existen en una mues-
tra de suelo (Torsvik et al, 1990).

Sondas génicas
Su construcción resulta una técnica muy especializada que
excede este texto. La metodología específica se puede
consultar en manuales como el de Sambrook et al (1990).
Para su construcción, la secuencia del gen de interés debe
ser conocida y ser particular a una especie microbiana:
esta secuencia resultará muy útil en la detección de ese
organismo. Otras pueden codificar enzimas involucradas
en la fijación del N

2
 y su uso puede indicar cuando un

suelo contiene bacterias con esos genes. Actualmente,
muchas secuencias se encuentran descriptas en la web,
permitiendo al investigador obtener la que desea para sus
estudios. La construcción de la sonda implica copiar la
hebra complementaria. Su tamaño puede variar de 30 a
40 pb hasta varios cientos de pares de bases. Algunas de
ellas se marcan con un radiactivo (P32 en el P-azúcar del
ADN) o no radiactivos, como resistencia a antibiótico.

La detección de un grupo particular de bacterias se hace
en una membrana sobre la cual se lisaron las células ais-
ladas antes de que se desnaturalicen ambas hélices. Lo
mismo ocurre con la sonda, que luego de un tiempo en
contacto se reúnen con la secuencia de bases comple-
mentaria de la bacteria en estudio, homología evidencia-
da por radiofotografías (P32).

Southern blots/hibridación
Esta técnica permite identificar la localización de una se-
cuencia de interés, por ejemplo, dentro de un plásmido.
Para ello, todos los plásmidos de la célula bacteriana son
extraídos y separados en un gel de agarosa en electrofo-
resis. Luego se transfieren a un membrana y se hibridizan
con la sonda específica. Sólo aquellos plásmidos con la
secuencia homóloga a la sonda serán revelados por el
marcador usado.

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR,
Polymerase chain reaction)
Constituye una  poderosa tecnología que ha revoluciona-
do las técnicas en biología molecular, de gran  aplicación
en: diagnóstico clínico, microbiología ambiental, inmuno-
logía y muchos otros campos de investigación.

La enzima aislada de Thermus aquaticus (Taq polimera-

sa), permite amplificar eficientemente el ADN a 72ºC y no
se desnaturaliza a altas temperaturas. Esta enzima pue-
de alargar in vitro un pequeño oligonucleótido (primer),
adicionando nucleótidos en su secuencia si éste está hi-
bridizado a una hebra de ADN complementario llamado
molde (template), siguiendo las reglas de complementa-
riedad de Watson y Crick. Para esto es necesario un ex-
ceso de nucleótidos en la solución que sirven de unida-
des de montaje de la hélice a complementar en el molde.
El proceso de polimerización del ADN en el PCR com-
prende, por lo tanto, 3 pasos:

� El ADN contenido en la secuencia a ser amplificada
es desnaturalizado por el calor, generalmente a
95ºC

� Los oligonucleótidos (primers) se adhieren a secuen-
cias complementarias del  ADN molde. Este paso se
realiza a una temperatura menor, que varia según el
primer utilizado

� La Taq polimerasa polimeriza el segmento flanqueado
por dos primers contiguos, siguiendo el orden dado por
la hebra complementaria, en el sentido 5’-3’

El ciclo se repite muchas veces hasta llegar al nivel de-
seado de amplificación, la que ocurre exponencialmente.
Un ADN de doble cadena producirá dos hélices dobles
luego de un ciclo, cuatro luego de 2 ciclos, 8 luego de 3,
1024 luego de 10 ciclos y así sucesivamente. De esta for-
ma se pueden conseguir muchas copias de una zona es-
pecífica de  ADN. El producto de la amplificación se so-
mete a separación electroforética en gel de agarosa, y es
coloreado con bromuro de etidio, que al intercalarse entre
las bases del  ADN puede ser fácilmente visualizado al
ser expuesto a luz ultra-violeta.

En el caso de bacterias, pueden utilizarse primers que
reconocen secuencias repetidas en el genoma  (rep-PCR).
Con esto se obtiene una serie de bandas de amplificación
de distinto tamaño que son características de cada cepa
en particular. La distribución de las mismas se analiza en
programas de computación que emplean el principio de la
taxonomía numérica, agrupando individuos según relacio-
nes de homología, que aparecen en dendogramas
(figura  8, Schneider y De Bruijn, 1996).
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suelo   (condiciones físicas y químicas)

Figura 2- Interacciones en el ecosistema suelo-planta

minutos. Se estima que ciertas bacterias del suelo se de-
sarrollan a menos del 1% de la tasa que muestran en
medios de laboratorio, como reflejo de:
� bajo suministro de nutrientes
� la distribución de los mismos no es uniforme
� los microorganismos no crecen solos, salvo excepcio-

nes, en los ambientes naturales y sufren activa compe-
tencia de otros microorganismos

Sucesiones microbianas

Un principio fundamental del desarrollo de un ecosistema
es la sucesión, o sea los cambios en las poblaciones que
permiten el establecimiento de las llamadas comunida-
des climax. En lugar de competir por el mismo sustrato,
algunos microorganismos cooperan para realizar una
transformación particular, que no realizarían si actuaran
solos. Se establece una progresión de cambios en las
poblaciones microbianas a medida que el sustrato es
metabolizado y las condiciones del ambiente (O

2
, pH, po-

tencial redox) cambian.

La figura 1 ubica a los organismos productores, consumi-
dores y degradadores en el ecosistema suelo-planta y
la figura 2 presenta un esquema de las interacciones en-
tre los integrantes de la comunidad. Las del tipo 1 ocurren
entre la comunidad microbiana y los componentes del
suelo, las del tipo 2  entre los microorganismos entre si,
las del tipo 3 entre las comunidades vegetales y microbia-
nas y finalmente las interacciones del tipo 4, que involu-
cran al suelo y la vegetación, interesan sólo accesoria-
mente al biólogo del suelo y son dominio de la fisiología y
patología vegetal.

Los ecólogos sostienen que un ecosistema estable tiene
diversidad genética alta de modo de poder tolerar fluctua-
ciones del ambiente. Muchos estudios están dedicados a
determinar si los cambios en la composición de las pobla-
ciones microbianas y la cuantificación de la diversidad
genética pueden ser empleados como indicadores sensi-
bles del deterioro en propiedades de los suelos debido a
prácticas de manejo, labranza, rotaciones, etc.

Ambientes microbianos

Acuáticos
Los entornos típicos son los océanos, estuarios, pantanos,
lagos, ríos y manantiales. Difieren mucho entre sí en pro-
piedades físicas y químicas y en las especies microbianas
activas. Los organismos fotosintéticos predominantes son
cianobacterias y algas en las zonas aeróbicas y bacterias
fotosintéticas en las anaerobias. Las algas que flotan reci-
ben el nombre de fitoplancton y las de los lechos son al-

gas bentónicas. Son los productores primarios de estos
ambientes. Los océanos abiertos son muy bajos en pro-
ductividad primaria, mientras que las áreas en los océanos
interiores son altas, siendo los lagos y manantiales los de
mayor productividad, donde la concentración de nutrientes
minerales requeridos por las algas es abundante y facilitan
el desarrollo de peces y mariscos.

Las relaciones del oxígeno en un río son de interés, so-
bretodo cuando éstos reciben mucha materia orgánica
como aguas servidas y desechos de la industria. Puede
ocurrir un marcado déficit de O

2
, como se ve en la figura 3

(Madigan et al., 2000), consecuencia del incremento en
bacterias heterótrofas. Si  hay mucho amonio, éste es oxi-
dado a nitratos por las bacterias nitrificantes. El incremento
en algas y cianobacterias es una respuesta primaria a los
nutrientes inorgánicos, sobretodo el fosfato.

microorganismo

Figura 1- Organismos en el ecosistema suelo-planta
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Polimorfismo de fragmentos de restricción   (RFLP)
El método emplea enzimas de restricción que rompen el
ADN en determinados lugares produciendo lo que se lla-
man “fragmentos de restricción”. Estos numerosos frag-
mentos pueden ser separados por su tamaño mediante
electroforesis en gel de agarosa y ser comparados entre
distintos microorganismos. Posteriormente pueden ser
transferidos a una membrana de nylon por la técnica de
“Southern” y uno o más fragmentos pueden ser detecta-
dos por hibridización con  una sonda específica. Este frag-
mento puede ser de tamaño diferente en los individuos de
una población, caracterizando un polimorfismo. Las son-
das son diseñadas para detectar determinados fragmen-
tos polimórficos, asociados a ciertos genes. Algunas se-
cuencias polimórficas se repiten innumerables veces una
luego de la otra a lo largo del ADN y el número de repeti-
ciones varía de cromosoma a cromosoma.

Existen sondas específicas para estos loci que en aná-
lisis por RFLP proporcionan bandas de ADN en forma
de código de barras (DNA fingerprinting) (Hungría,
Araújo, 1994).

Perfil de plásmidos
A pesar de que la mayoría de la información genética de
una bacteria puede estar contenida en el cromosoma, al-
gunas bacterias contienen material genético denominado
plásmidos, que se pueden extraer. Por electroforesis en
gel de agarosa y coloración con bromuro de etidio, los
plásmidos se evidencian por una o más bandas en el gel.
Esta técnica se conoce como perfil plasmídico (figura 9)
que se puede complementar con la hibridización con son-
das específicas. Dado que el número y el tamaño de los
plásmidos pueden ser característicos de un microorga-
nismo, su empleo brinda información útil sobre la identi-
dad de los mismos.

Las secuencias de ácidos nucleicos  no sólo detectan or-
ganismos específicos, sino que también evidencian acti-
vidades. Los genes reporteros, que indican la actividad
de un gen de interés asociado, están típicamente inserta-
dos en un operón que contiene el gen que codifica la ac-
tividad de interés. Esta fusión de genes se logra a veces
empleando un transposón, que inserta al azar el gen re-
portero en el genoma bacteriano. El proceso produce
mutantes con diferentes fusiones de genes. La expresión
de los genes reporteros da una señal fácil de detectar,
como la producción de β-galactosidasa (gen lac z), fácil
de detectar colorimétricamente en medio sólido.

Un gran número de marcadores genéticos se han descri-
to, entre ellos genes de resistencia a antibióticos, como el
nptII que codifica resistencia a kanamicina, que fue el pri-
mer gen usado como marcador. Este método presenta el
riesgo de expandir resistencias a otros organismos en la
naturaleza.

La sonda construida a partir de un plásmido de la cepa
Kim-5, confirma la presencia de la cepa Kim-5 en los ca-
rriles 1,3, y 4.Las restantes no contienen el ADN Kim-5
(figura 9) (Pepper y Josephson, 1998) .

Detección fenotípica de marcadores genéticos
Genes que codifican enzimas se usaron como marcado-
res no selectivos, como el xylE que codifica catecol 2,3
oxigenasa, el lacZY (codifica β-galactosidasa y lactosa
permeasa) y el gusA (β-gluconidasa GUS) muy usado
en estudios de rhizobios en nódulos donde no existe pro-

Figura 8- Análisis de fragmentos de restricción en Rhizobium

loti y Bradyrhizobium que nodulan Lotus (dendograma con las
cepas ordenadas de 1 a 24)
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invasores o alóctonos. Estos últimos, llamados zimó-

genos por Winogradsky (1924), crecen rápidamente cuan-
do están disponibles sustratos ricos en energía  (pajas,
abonos), los autóctonos son los microorganismos que
colonizan los materiales más recalcitrantes que quedan
luego de un ataque primario.

Criterio de autoctonía: posibilidad de aislamiento repe-
tido de la especie en distintas muestras de un mismo
ecosistema, habilidad para usar los nutrientes comunes
del medio y para soportar variaciones del ambiente, alta
densidad del organismo, que será mayor en lugares con
abundantes nutrientes y condiciones favorables como
en el suelo en la vecindad de raíces (aspecto cuantitati-
vo).

Otra aproximación de clasificación basada en caracte-
rísticas de crecimiento es la de la escuela japonesa que
distingue:

� oligotrofos, que crecen mejor a bajas concentracio-
nes de sustrato que en altas. Estos microorganismos
se distinguen de los que crecen usualmente en me-
dios de cultivo con altas concentraciones de nutrien-
tes, que se llaman,

� copiotrofos, que en general coinciden con los zimóge-
nos.

Una comunidad puede ser poli o monopoblacional. Por
ejemplo polipoblacional, en el suelo, en una laguna, en el
desierto, en cambio, una comunidad integrada por un pa-
tógeno vegetal es monopoblacional; estas cualidades re-
flejan el aspecto cualitativo de la comunidad.

Especie dominante: es la que exhibe una alta población
o abundancia de filamentos. En general, la comunidad
puede poseer dos o más especies codominantes.

Habitat : Es un área que posee cierto grado de uniformi-
dad y cuyas características se supone que son de signifi-
cado ecológico: superficie de una hoja, plantas o anima-
les, el mar, una parcela de suelo fértil, porción de arena
de desierto, etc. Su tamaño varía. Denota un conjunto de
condiciones favorables o desfavorables para la vida, y es
más específico que el término ambiente.

Las superficies son de importancia considerable como
habitats microbianos, los nutrientes se pueden concen-
trar sobre ellas y estimular el desarrollo de numerosas
especies. Se emplean portaobjetos solos o con algún adi-
tivo nutritivo, enterradas en el suelo o sumergidas  en
aguas. Luego de algún tiempo se aprecia en el microsco-
pio la formación de microcolonias, que se adhieren a la
película, muy semejantes a las que se forman en superfi-
cies naturales (biofilms).

Nicho ecológico: Interesa conocer las actividades de los
microorganismos. El que un organismo esté presente en
un ecosistema no quiere decir que esté activo. Así, una trans-
formación bioquímica específica es una buena prueba de
que el grupo existe y está activo. Se aplica el término nicho

a las funciones que el organismo realiza. El ambiente es
como la dirección y el nicho la función del organismo.

Los microorganismos en la naturaleza

Los microorganismos se encuentran en todos ambientes
naturales. En muchos de ellos, donde los organismos supe-
riores están ausentes, debido a extremos físicos o químicos,
gran variedad de microorganismos existen y se desarrollan
como en los casos de acidez extrema, desecación, salini-
dad. Los factores del ambiente afectan a los microorganis-
mos en la naturaleza tanto como lo hacen en el laboratorio.
En ambientes naturales, en general, es el nivel y la naturale-
za de los nutrientes disponibles, quien determinará los nive-
les de crecimiento bacteriano. Como estos niveles son en
general mucho menores que en el laboratorio, la producción
de células en la mayor parte de los ambientes naturales es
menor que en los cultivos de laboratorio.

En la naturaleza los microorganismos sufren períodos de
abundancia (restos de cultivos, animales muertos), se-
guido de períodos de limitación, en los cuales aprove-
chan de los polímeros intracelulares de reserva (ácido poli
β-OH-butírico, polifosfatos, etc.). Son escasos los perío-
dos de crecimiento exponencial.

Por ejemplo, el tiempo de generación de Escherichia coli

en el intestino es de unas 12 horas (dos duplicaciones por
día), mientras que en el laboratorio puede ser de sólo 20
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ducción endógena de GUS. Puede utilizarse la hibridiza-
ción de ADN para detectar estos marcadores fenotípicos.

1 2 3 4 5 6

Figura 9- Perfil de plásmidos de rhizobios aislados
de nódulos (arriba) y las hibridizaciones

correspondientes (abajo).

El uso de marcadores que codifican  para la proteína luci-

ferasa se ha extendido mucho ya que la formación de luz
es fácilmente detectable. El gen lux emite luz vía la activi-
dad luciferasa sobre el sustrato luciferina: la actividad pue-
de medirse en medio de cultivo sólido o líquido (Rhizo-

bium meliloti por siembra de contenidos nodulares, auto-
radiografía y visualización directa de colonias luminiscen-
tes), o aún en muestras de suelo o aguas.

El avance en la puesta a punto de todas estas técnicas
moleculares ha facilitado el seguimiento de un microorga-
nismo en ambientes altamente colonizados, como la ri-
zosfera, restos orgánicos en degradación y seguramente
conducirá a importantes avances en los estudios de inte-
racciones entre microorganismos y entre microorganismos
con plantas, animales y el hombre.

Numerosas técnicas se emplean para evaluar la actividad
biológica en ambientes naturales, algunas son aplicacio-
nes de determinaciones clásicas de la microbiología y otras
incursionan en técnicas moleculares y taxoquímicas que
permiten el análisis de las comunidades de ecosistemas
sin el cultivo previo de los microorganismos activos. Es-
tas técnicas se correlacionan en general con parámetros
físicos, químicos y biológicos empleados.

La información sobre secuencias del ADN y del ARN de
numerosos organismos (bacterias, hongos y se extiende
a los virus) crece muy rápidamente, con el empleo de
técnicas basadas en empleo de sondas y tecnologías que
aplican PCR.

Se determinan también actividades enzimáticas asocia-
das a organismos particulares. Estas técnicas permiten
también detectar organismos que no han podido ser ais-
lados y cultivados en el laboratorio. Los procedimientos
en el suelo mismo traen aparejado problemas de conta-
minación con sustancias que interfieren en los análisis.

En resumen: algunas aplicaciones de análisis molecular
en microbiología del suelo (Pepper y Josephson, 1998):

� Detección específica de bacterias en el suelo: por
PCR se pueden detectar bacterias específicas con gran
sensibilidad en ADN extraído directamente del suelo o
el mismo extraído de células aisladas. El uso de son-
das facilita el análisis, que confirma la identificación por
métodos convencionales.

� Detección específica de poblaciones microbianas:

muchos procesos microbianos son analizados en eco-
sistemas naturales mediante el uso de sondas específi-
cas para algunos grupos: nitrificantes, coliformes, de-
gradadores de herbicidas, etc. (figura 10).

� Detección de virus en el suelo: son analizados por la
técnica de PCR secuencias de virus, luego de su ex-
tracción, lisis y purificación por filtración en geles. Los
virus ARN deben ser primero transcriptos a ADN con la
enzima transcriptasa reversa.

� Secuencias del ADN: las secuencias únicas de los mi-
croorganismos son analizadas por varios procedimien-
tos que amplifica estas secuencias: REP-PCR y ERIC-

PCR, analizan secuencias conservadas, repetitivas en
puntos diferentes de una bacteria en particular.

� Detección de  genes que codifican actividades mi-

crobianas: empleo de genes reporteros, extracción de
ARNm, permiten estimar rangos específicos de biodegra-
dación de xenobióticos, genes lux pueden detectar E. coli,
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(ambiente). La energía penetra a los ecosistemas sobre-
todo en forma de luz solar y los organismos fototrófos la
emplean para sintetizar nueva materia orgánica. Esta con-
tiene todos los elementos (C, N, S, P, Fe, etc.) y cuando el
organismo muere se libera la energía de sus constituyen-
tes químicos que queda disponible para el ecosistema
permitiendo el desarrollo de nuevos organismos. Estos
realizan importantes procesos de síntesis y degradación,
los autótrofos generan materia orgánica a partir de CO

2
 y

los otros son organótrofos y participan en la biodegrada-
ción y reciclado de la materia orgánica e inorgánica.

Se define para los elementos un ciclo biogeoquímico,
en el cual el elemento experimenta cambios en su estado
físico y de de oxido-reducción a medida que se mueve en
el ecosistema.

El término ecosistema puede aplicarse a conjuntos de
extensión variable:
� microecosistema, como un cultivo microbiano, agrega-

do de un suelo
� macroecosistema complejo, por ejemplo, un océano
� mesoecosistema, como el estudio de un suelo, un es-

tanque y su vegetación

Comunidad o biocenosis: está constituida por todos los
organismos que habitan el ecosistema.

Población: está formada por las especies u organismos
de tipo distinguible, por ejemplo la población de bacterias,
de esporulados.

Individuo: componentes únicos de la población: células,
hifa, cuerpo de reposo de hongo, espora microbiana.

Resumiendo, un ecosistema está integrado por:
� comunidad o biocenosis - poblaciones - individuos
� factores abióticos

Los microorganismos se encuentran en ambientes extre-
mos, la diversidad es enorme y especies de bacterias,
algas, hongos, protozoos, se aíslan en todos los tipos de
suelos, en alimentos, aguas, restos orgánicos, animales.
Sus funciones son variables, algunas se resumen en el
cuadro 3.

La proporción relativa de las distintas especies está afec-
tada en cierto grado por el ambiente: los hongos dominan
en medios ácidos de bosques, las bacterias predominan
en suelos inundados, los actinomicetes en ambientes se-
cos, las algas son las primeras colonizadoras en suelos
quemados, erosionados, cuando éste se humedece.

Cuadro 3- Actividades de los microorganismos
del suelo

� reciclan nutrientes unidos inicialmente a la frac-
ción orgánica del suelo

� cambian el estado de disponibilidad de elemen-
tos específicos para las plantas

� compiten con las plantas y entre ellos por los nu-
trientes esenciales para el crecimiento

� pueden realizar simbiosis con plantas, incremen-
tan la capacidad de éstas para adquirir N o P

� son importantes agentes de biorremediación en
ambientes contaminados

� pueden actuar como agentes de biocontrol de fito-
patógenos

A pesar de su gran ubicuidad (los microorganismos son
fácilmente transportados y dispersados, su tiempo de ge-
neración es generalmente corto y existen todos los tipos
metabólicos), las comunidades de un ecosistema son ca-
racterísticas: el investigador, cuando busca un determi-
nado microorganismo, no  analiza todos los ecosistemas,
sino que tiene idea aproximada sobre donde hallarlo. Esto
se debe a que el ambiente regula la composición de la
comunidad bajo la presión de los factores físicos, quími-
cos y biológicos.

El ambiente interactúa con el microorganismo y se llega a
un equilibrio dinámico, ya sea naturalmente, por cam-
bio de estaciones, por ejemplo, o artificialmente, por prác-
ticas agrícolas como arado, aplicación de pesticidas, abo-
nos, etc.

El ambiente selecciona a las especies que se adaptan a
las condiciones propias del ecosistema.

Del punto de vista ecológico, los habitantes de una comu-
nidad se pueden agrupar en: indígenas o autóctonos e
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con gran precisión, mientras que se requieren 102-103

células/g suelo para su detección por otras técnicas.
que no obligatoriamente todas las etapas deben cumplir-
se en un ecosistema dado. Así, la nitrificación de sales
amoniacales puede detenerse por falta de oxígeno, el pH
puede limitar la entrada del N

2
 a la tierra por fijación bioló-

gica, la solubilización de fosfatos puede inhibirse por es-
casa actividad biológica.

Los microorganismos actúan sobre la materia orgánica y
mineral  con el propósito de obtener:
� energía

� subunidades para sus macromoléculas

Figura 10- Determinación de la estructura de una comunidad
bacteriana basada en el análisis de los ácidos nucleícos
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Ciclos biogeoquímicos de los elementos

Los microorganismos participan en las transformaciones
de los elementos en la naturaleza. Si bien cuando un sus-
trato complejo llega a un ambiente particular, aguas, sue-
los, aire,  comienza a degradarse en su globalidad, es
frecuente realizar el estudio en base a los ciclos bio-

geoquímicos de los distintos elementos. Así, realiza-
remos esta abstracción mental para estudiar las transfor-
maciones que sufren los compuestos carbonados, nitro-
genados, azufrados, fosforados, con hierro, etc., en com-
binaciones orgánicas e inorgánicas, en ecosistemas natu-
rales, en particular en el ecosistema suelo-planta-hombre.

Un ciclo biológico abarca todas las posibles vías que un
elemento puede seguir en la naturaleza (figura 11) aun-

Figura 11- Esquema general de un ciclo biogeoquímico

Procesos microbianos

En las transformaciones microbianas de la materia orgá-
nica y mineral encontramos una serie de procesos simul-
táneos y opuestos que podemos resumir en los siguien-
tes 4 pares de procesos.
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8
Ecología microbiana y métodos

de estudio
Procesos microbianos en los ciclos biogeoquímicos

La ecología microbiana estudia las propiedades y el com-
portamiento de los microorganismos en su ambiente na-
tural, sea el suelo, aguas, alimentos, animales (cuadro 1)
y su estudio interesa a los investigadores por muchos as-
pectos de dominio público (cuadro 2).

Cuadro 1- Estudios en ecología microbiana

� amplio rango de organismos tanto macro como
microorganismos

� tipos encontrados en distintas situaciones, asì
como su número y diversidad

� las actividades realizadas por los organismos en
el suelo y sus efectos en la fertilidad en el creci-
miento vegetal

� las interrelaciones entre organismos, con las plan-
tas y los animales y con el ambiente.

El término ambiente se refiere a todo lo que rodea a un
organismo: los factores físicos, químicos y biológicos. Los
microorganismos desempeñan roles más importantes de
lo que podría inferirse por su pequeño tamaño. Desde una
perspectiva ecológica los microorganismos son parte de
las comunidades de los llamados ecosistemas. Cada or-
ganismo en un ecosistema interactúa con su entorno mo-
dificando marcadamente en algunos casos las caracte-
rísticas del ecosistema.

La ecología microbiana estudia las interrelaciones entre
los microorganismos y el ambiente y determina las leyes
generales que gobiernan estas interacciones. Se puede
dividir en dos aspectos:

Sinecología: que analiza las interacciones en un
determinado lugar, considerando las especies, los
factores bióticos y abióticos en ese lugar (suelo, mar,
estanque).

Autoecología: en contraste con la anterior, comprende
el estudio de una especie y el efecto que sobre ella en
particular ejerce el ambiente (ejemplo: estudio de una
cepa de Rhizobium, de patógenos vegetales, etc.)

Nociones de jerarquía ecológica
Ecosistema: es el sistema limitado en el espacio consti-
tuido por el conjunto de condiciones energéticas, físicas,
químicas y biológicas que rodean a estos organismos

Cuadro 2- Temas de interés en ecología
microbiana

Polución ambiental

� Detergentes biodegradables, contaminación
de canales, cauces de agua, derrames de petróleo

� Polución por nitratos en aguas subterráneas, abo-
nos orgánicos, zonas de agotamientos de O2

Liberación de microorganismos alterados por

ingeniería genética

� Daños por el congelamiento, biorremediación,
fijación del nitrógeno

� Metano a partir de residuos
� Resistencia a los antibióticos
� Vida microbiana en ambientes inusuales
� Calentamiento global y sus consecuencias
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La mineralización, pasaje de formas orgánicas a minera-
les, es un proceso muy general y ocurre prácticamente en
todas las condiciones ecológicas.  En efecto, no hay sus-
tancia orgánica de origen biológico que no sea degrada-
do por algún grupo de microorganismos en ambientes
naturales. Existen sustancias naturales de mineralización
muy lenta, llamadas recalcitrantes, caso de la lignina,
algunos biocidas naturales, el humus. Numerosas sustan-
cias orgánicas producto de las actividades del hombre lle-
gan a los ecosistemas naturales y son muy difícilmente
degradadas, caso de los pesticidas. Estas sustancias que
producen serias poluciones, se denominan xonobióticas

(capítulo 22).

Se habla de inmovilización cuando las sustancias inor-
gánicas son asimiladas por los microorganismos para
integrarlos a su biomasa (proteínas, fosfolípidos, etc.). Se
produce una competencia con las plantas y animales,
quienes pueden sufrir carencias temporales. La biomasa
microbiana a su turno será biodegradada y los nutrientes
vuelven a formas inorgánicas.

� Oxidación-reducción

reducción

(r)

Sustrato        Sustrato reducido

(SO
4
=, NO

3
–, oxidación (S=, NH

4
+, CH

4
, H

2
O

CO
2
, ác. org.) (o) azúcares)

Numerosos procesos de este tipo involucran a elemen-
tos importantes para ecosistemas naturales (C,N,S,P,Fe)
como la nitrificación, sulfooxidación, desnitrificación,
sulfatorreducción, metanogénesis, oxidación y reducción
de compuestos con hierro, carbonados, etc. Las plantas
dependen de muchos de estos procesos para obtener
los nutrientes asimilables a partir de la reserva orgánica
del suelo (humus), si no existen aportes exógenos. Es-
tos cambios en el estado de oxido-reducción de ciertos
elementos, que pueden realizarse tanto en aerobiosis
como en anaerobiosis, son procesos muchas veces ge-
neradores de energía para el microorganismo y en algu-
nos casos pueden convertir a los elementos en formas

no disponibles para los cultivos e incluso conducirlos a
gases, que se pierden en la atmósfera.

Ejemplos:
materia orgánica + NO

3
–   CO

2
, H

2
O, N

2
 (N

2
O)

gases a la atmósfera

� Fijación-volatilización

Fijación
(f)

Sustancia gaseosa Sustancia no gaseosa

Volatilización
(v)

La fijación es la conversión de sustancias volátiles en no
volátiles y los ejemplos más típicos son:
� fijación biológica del C (fotosíntesis o quimiosínte-

sis)

� fijación biológica del nitrógeno (FBN), muchas ve-
ces realizados en la misma célula (cianobacteria y bac-
terias fotosintética fijadoras de N

2
):

Fotosíntesis bacteriana: CO
2
 + SH

2
→(CH

2
O)n + Sº + H

2
O

                                              gas       no gaseoso

        8e–, 8H+

FBN N
2

 2 NH
3
  + H

2

gas  nitrogenasa

 NH
3
 + esqueletos carbonados aa proteínas

(no gaseosos)

La volatilización es un proceso físico que puede llevar a
la atmósfera productos formados por vía biológica. Un
ejemplo es el caso del amonio producido por amonifica-
ción, que en suelos alcalinos, de baja capacidad de inter-
cambio catiónico, puede perderse a la atmósfera. Otros
ejemplos son las pérdidas de nitrógeno como N

2
, N

2
O,

por desnitrificación. Compuestos azufrados se pueden
perder también como H

2
S, mercaptanes, etc.

� Solubilización-precipitación
La solubilización es un proceso muy importante ya que per-
mite hacer disponible a muchos elementos  insolubles, como

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤ ➤

 ➤

 ➤  ➤



141Microbiología: básica, ambiental y agrícola

el caso del fósforo. Por el contrario, la precipitación elimina
de la solución del suelo  nutrientes de las plantas, como el
caso del hierro. Son también procesos físico-químicos pero
involucran pasos previos de acción microbiológica.

Solubilización
(s)

Sustancias insolubles Sustancias solubles

Precipitación
(p)

Estas reacciones se observan en el caso de compuestos
con P,  Fe,  etc.

                      H+ (ácidos de origen biológico)
P insoluble P soluble (PO

4
 H)Ca y (PO

4
H

2
)
2
 Ca

(PO
4
)

2
 Ca

3

hidroxiapatita, etc.
polvo de huesos, etc.

Fe++ + O
2

Fe(OH)
3
 (hidróxido férrico, puede

soluble   obstruir  cañerías)
disponible insoluble

La metodología empleada en el estudio de estos proce-
sos se resume en el cuadro 5 y lo detalles de las técnicas
se encuentran en el Anexo práctico.

El  cuadro 10 resume las formas orgánicas bajo la cual se
presentan sustancias con C, N, S.  Los cuadros 11 y 12 mues-
tran procesos de oxidación y de reducción involucrados en
transformaciones de estos tres principales elementos.

Cuadro 10- Formas orgánicas del C, N y S
en el suelo

Carbono

~  20% polisacáridos ~ 75%  humus
~    5% amino azúcares, amino ácidos

Nitrógeno

~   40% humus ~ 35% amino ácidos
~   7% amino azúcares ~ 18% N aromático

 Azufre

~ 45% S-amino ácidos (cistina, metionina)
SO4

=
orgánicos adenosina, proteínas-S-Fe  (N2asa),

  Cuadro 11- Procesos de oxidación en los ciclos
del C, N y S

� Primariamente por bacterias autótrofas
<> Metilobacter: metano bicarbonato
<> Nitrosomonas: amonio nitrito
<> Nitrobacter: nitrito nitrato
<> Thiobacillus: S o tiosulfato sulfato
<>  Chromatium: sulfuro Sº

� Bacterias aeróbicas/desnitrificantes, fototrofos
� Algunas pueden cometabolizar sustratos sin

obtener energía (Beggiatoa)

Cuadro 12-  Procesos reductivos en los ciclos
del C, N, S

Ocurren tanto en condiciones aerobias como anaerobias
Procesos asimilativos: los  productos son usados por la célu-
la: heterótrofos

� reducción de los NO
3

–
amonio N-aa

� reducción del CO
2

compuestos orgánicos
� reducción de los sulfatos H

2
S S-aa

Procesos desasimilativos

Ocurren en condiciones anaerobias, compuestos de C, N y S
actúan como aceptores de e- en respiraciones:

� desnitrificación: NO
3

–
N

2
    gas Pseudomonas

� metanogénesis: CO
2

CH
4  

   ”  Methanobacterium

� sulfato reducción: SO
4

= H
2
S   ”  Desulfovibrio,

 Desulfotomaculum
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Los taninos

Son compuestos muy abundantes en ciertas plantas, so-
bre todo en las coníferas. Son moléculas de gran tamaño
con múltiples funciones fenoles que les permiten formar
complejos estables con proteínas, celulosa, etcétera.

Los taninos pueden ser:

� solubles en agua: poseen molécula glucídica con fun-
ciones alcohólicas esterificadas por ácido gálico o sus
derivados; son hidrolizables química o enzimáticamen-
te por tanasas

� condensados: son moléculas de alto peso molecular,
insolubles en agua, algunos resisten la hidrólisis ácida
y recuerdan a los flavonoides que se polimerizan para
dar pigmentos pardos.

Un alto nivel de taninos en el suelo puede disminuir la de-
gradación de moléculas orgánicas, sea por toxicidad direc-
ta sobre la microflora activa o por la inactivación de enzi-
mas o formación de complejos resistentes con el sustrato.

Su degradación es obra sobre todo de los hongos y los
mecanismos enzimáticos no han sido del todo dilucidados.

Constituyentes hidrófobos

Numerosas sustancias de carácter lipídico llegan al suelo
con los restos vegetales y animales: ceras, grasas, cuti-

na. En su conjunto se extraen con mezclas de alcohol-
benceno, representan un escaso porcentaje de la materia

seca de vegetales (1-2%) pero son más abundantes en
ciertos microorganismos (10%).

Las grasas son ésteres complejos de ácidos grasos y
glicerol, mientras que las ceras constituyen ésteres con
alcoholes superiores. Aparecen rápidamente en el suelo
los ácidos y alcoholes por acción de esterasas (lipasas)
de una variedad de microorganismos, sobre todo bacte-
rias. Los productos de la degradación son empleados como
fuentes de nutrientes y energía por los microorganismos,
pero muchos de los ácidos grasos son incorporados como
lípidos de reserva (ácido poli β-OH-butítico).

Más información se posee en la degradación de los lípi-
dos de la superficie vegetal, como la cutina, que es se-
cretada a partir de células epidérmicas oxidándose por el
O

2
 atmosférico. Puede recubrirse con ceras. También pue-

de formarse sobre la lámina media péctica o estar mez-
clada con la celulosa, protegiendo a esas sustancias de
la biodegradación.

La composición química de la cutina no se conoce acerta-
damente, se sabe que la molécula contiene 16-18 ácidos
grasos unidos por enlaces éster y puentes de O.

Se reconocen dos enzimas: la cutin-esterasa que ataca
los ésteres y la carboxicutina peroxidasa, que rompe
los puentes de oxígeno. Levaduras y hongos son activos
degradadores en la filosfera, pero bacterias, incluídos los
actinomicetes también participan.

Los hidrocarburos

La síntesis de sustancias hidrocarbonadas y su degrada-
ción en el suelo son etapas importantes del ciclo del car-
bono. Muchos pesticidas están formados por hidrocarbu-
ros modificados y de su biodegradación depende la dura-
ción de su acción biocida. Detergentes sintéticos poseen
también esta estructura molecular.

La formación de metano (CH
4
) en los suelos es frecuente

en la descomposición anaerobia de rastrojos en donde se
produce abundante cantidad de H

2
 empleado por las me-

tanobacterias como fuente de energía:

turba
lignito
carbono

aerobio
anaerobio

CO
2

CH
4

humus   lignina  -celulosa

CO
2

CH
4

interfase
suelo-sedimento

Figura 10- Complejo lignocelulósico y sus transformaciones
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Preguntas de repaso

1) Concepto general de ecología microbiana.
2) Señale dos ecosistemas diferentes por su tamaño y di-

versidad biológica, analice las fuentes de energía y de
nutrientes y las poblaciones microbianas dominantes.

3) ¿Por qué la población microbiana del suelo es tan di-
versa en composición?

4) Señale ejemplos de poblaciones autóctonas y zimóge-
nas en una campo con pradera natural y en otro suelo
que recibe residuos de cosechas.

5) Analice las causas de las diferencias de las velocida-
des de crecimiento de un microorganismo (celulolítico)
en el suelo y en medio de cultivo.

6) Analice y de ejemplos de interacciones biológicas en
el ecosistema suelo-planta-microorganismos.

7) ¿Qué fracción del suelo está en directa relación con la
actividad biológica y por qué?

8) Señale técnicas de estudio a aplicar para incluir a aque-
llos microorganismos “no cultivables”.

9) En caso de la actividad respiratoria, ¿cómo evaluaría
las actividades reales y las potenciales?

10) Biomasa microbiana: concepto y explique el funda-
mento de dos técnicas a aplicar para su evaluación.

11) Indique alguna técnica que permita determinar la es-
tructura de una comunidad microbiana basada en el
análisis de sus ácidos nucleicos.

12) Ejemplos de procesos oxidativos en los ciclos bio-
geoquímicos y sus consecuencias ecológicas.

13) Idem con los procesos reductivos.
14) ¿Qué procesos ocurren prácticamente en todas las

condiciones ambientales compatibles con la vida? Con-
secuencias en el ecosistema.

15) Indique procesos de solubilización y de precipitación
de elementos realizados por los microorganismos y sus
consecuencias en la nutrición vegetal.
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La figura 9 presenta las relaciones entre el crecimiento, el
agotamiento en las fuentes de nitrógeno y la actividad lig-
ninolítica de P. chrysosporium. El sistema ligninolítico de
este hongo es: i) constitutivo, ii) se expresa sólo en el
metabolismo secundario, iii) es afectado por limitaciones
en carbono, sulfato y nitrógeno, iv) es marcadamente afec-
tado por la concentración de oxígeno, la degradación de
la lignina fue 2-3 veces superior a 100% de O

2
 que en el

aire (21%), lo que corrobora la creencia de que la degra-
dación es un proceso oxidativo.

energía al microorganismo, suficiente para sobrevivir, pero
no para crecer. Esto explica la ausencia de un mecanis-
mo enzimático específico para la despolimerización de la
lignina. Se piensa que también intervienen  procesos de-
gradativos de naturaleza química. El nivel de enzimas que
participan es bajo y algunos autores comparan el proceso
con una erosión del polímero mediatizada por enzimas:

� oxigenasas, que rompen anillos aromáticos, fenol oxi-
dasas, incluyendo lacasas, tirosinasas y peroxidasas.
La formación de radicales libres por acción de fenol oxi-
dasas pueden ocasionar ruptura de enlaces entre ani-
llos aromáticos y la cadena lateral con propano.

� celobiosa: quinona oxidorreductasa, activa en la de-
gradación de celulosa y lignina por hongos de la podre-
dumbre blanca.

No se conoce bien la naturaleza de las enzimas que son
activas en los enlaces C-C y C=O, que contribuyen a la
despolimerización.

Como resumen analizaremos la figura 10 donde se mues-
tra las relaciones del complejo lignocelulosa en el ciclo
del carbono. En efecto, la mayoría del carbono orgánico
de la tierra está en forma de compuestos lignocelulósi-
cos, sintetizados a partir del CO

2
 y en productos de su

degradación (humus, turba, lignitos y carbón), lentamen-
te mineralizada en la naturaleza ya que la lignina, compa-
rada a un material plástico, aunque de naturaleza biológi-
ca, actúa como efectiva barrera que impide la degrada-
ción de los otros componentes.

En ambientes aeróbicos, el polímero de lignina es erosio-
nado biológicamente por enzimas microbianas no espe-
cíficas a productos más simples y CO

2
 o sufre una com-

plexación con otros constituyentes para formar humus.

� En ambientes anaeróbicos, la lignina y el humus son
productos difíciles de degradar (recalcitrantes), se acu-
mulan y contribuyen a la formación de turbas, lignitos y
carbón. La madera, producto de la fotosíntesis en bos-
ques, posee tiempos de renovación tan largos como 35-
45 años, ya que contiene un 25% en peso de lignina,
que limita su biodegradación.

Como se observa, la lignina es descompuesta en la fase
estacionaria (crecimiento nulo), en presencia de un co-
sustrato, pero en ausencia de fuentes de nitrógeno (la
adición de amonio retarda la aparición de la actividad lig-
ninolítica).

El agotamiento de las fuentes de nitrógeno inicia un se-
gundo metabolismo en el hongo asociado a la degrada-
ción de la lignina. Se entiende por metabolismo prima-

rio el que está directamente acoplado a actividades del
crecimiento, mientras que los denominados secundarios

(cometabolismo) están asociados a la sobrevivencia.

Se ejemplifica muy bien el rol de la actividad ligninolítica
con una expresión que dice: los hongos degradan ligni-

na para alimentarse de la celulosa de la madera. Se
piensa que la degradación de la lignina brinda muy poca

Figura 9- Agotamiento de nutrientes, crecimiento
y degradación de la lignina por el hongo
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A nivel mundial, el carbono se cicla a través de los 4 de-
pósitos principales de C: la atmósfera, los suelos, los océa-
nos y otros ambientes acuáticos, así como los sedimen-
tos y las rocas (cuadro 1).  El mayor depósito se encuen-
tra en los sedimentos y las rocas de la corteza terrestre,
pero el tiempo de renovación es demasiado largo, insigni-
ficante a escala humana.

Desde el punto de vista de los organismos, una gran can-
tidad de carbono se encuentra en las plantas terrestres
(fijación del CO

2
). Sin embargo hay más carbono en la

materia orgánica muerta (humus) que en los organismos
vivos. Las formas más rápidas de transferencia global del
carbono son por vía del CO

2
 de la atmósfera. Este consti-

9 Ciclo biológico del carbono

La figura 1 muestra las transformaciones que sufre este
elemento en ecosistemas terrestres.

Figura 1-  Ciclo biológico del carbono

(CH2O)n

comp. orgánicos

CO2

(CH2O)n

comp. orgánicos

fotoautótrofos:

vegetales, algas
cianobacterias
quimioautótrofos

nitrificantes, etc.

aeróbicos

anaeróbicos

respiración anaerobia
bact. fotosintéticas anaerobias
fermentación

bacterias
metanogénicas

respiración

plantas, animales
microorganismos

tuye un depósito muy importante, pero su tiempo de resi-
dencia es muy corto.

Cuadro 1- Flujos de carbono en ecosistemas
terrestres

X 10
9
 toneladas Total Flujo

Reservas globales 1.000 x 10
6

Carbonatos en corteza
terrestre ~8
# # Terrestre
Combustibles fósiles 5.000
Carbonatos del suelo 800
Materia orgánica del suelo 1.500
Plantas/animales 830
Fotosíntesis +120
Respiración -60
Pérdidas netas/vegetación -2
# # océanos
sedimentos 36.700
carbonatos 725
Balance atmosférico
Atmósfera 720 -2

Este ciclo no es muy complejo: la fotosíntesis y la quimio-
síntesis autótrofa y la respiración y/o fermentación son
los principales procesos en que están involucrados los
compuestos carbonados.

Carbono en suelos, agua y atmósfera

El contenido de carbono de los suelos varía, como es de

 ➤

bacterias oxidan-
tes del metano

CH4

 ➤
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Los organismos más activos son los hongos responsa-
bles de las podredumbres de la madera: blanca, parda

y blanda, que han sido muy estudiadas por sus conse-
cuencias en el deterioro de postes, vigas de madera. Son
sobre todo Basidiomycetes y algunos Ascomycetes.

Los hongos de la podredumbre blanca son los más acti-
vos degradadores de la lignina, pudiendo convertir la ma-
dera en CO

2
 y H

2
O. Degradan lignina y otros polisacári-

dos, con pérdida de peso rápida: Pleurotus ostreatus,

Phanerochaete chrisosporium, Polyporus anceps.

Los hongos de la podredumbre parda degradan extensi-
vamente polisacáridos y causan modificaciones químicas
limitadas de la lignina. Son incapaces de metabolizar ani-
llos aromáticos y son más eficientes en la degradación de
celulosa y hemicelulosas. Atacan cadenas laterales, de-
jando fenoles que se oxidan dando pigmentos marrones
o pardos. Estudios con Lenzites trabea demostraron que
la descomposición es sobre todo oxidativa y que la deme-
tilación de unidades fenólicas y no fenólicas de la madera
constituyen las principales reacciones degradativas. Otros
hongos activos: Poria cocos, Lentinus lepideus, Poria

monticola.

Los hongos de las podredumbres blandas degradan los
principales componentes de la madera. El material se
transforma en una masa oscura, desorganizada, con poca
pérdida de peso y la ligmina sufre alteraciones parciales.
Se comprobó con algunas especies, como Preussia fles-

hhkii y Chaetomium piluliferum, descomposición de anillos
marcados (3% a CO

2
 en 25 días) y demetoxilación signifi-

cativa. Son sobretodo Ascomycetes y Hongos Imperfectos.

El moho Fusarium solani crece sobre ligninas sintéticas y
las degrada. Es interesante examinar la capacidad de otros
hongos para degradar ligninas naturales o industriales.

Entre los organismos procarióticos, algunas bacterias han
sido referidas como ligninolíticas, sobre todo en cultivos
mixtos, en el suelo. Especies de Azotobacter son capa-
ces de degradar tanto los anillos como los grupos metoxi-
lo cuando crecen con compuestos aromáticos solubles,
aunque a velocidad menor que la actividad de poblacio-
nes mixtas de bacterias.

Algunos actinomicetes poseen capacidad de degradar lig-
nina, rompen enlaces ß-aril éter, presentes en ligninas
naturales, pero se requieren mayores conocimientos so-
bre los mecanismos de degradación de estos organismos.
Las bacterias atacan sobretodo las cadenas laterales ali-
fáticas.

El rol que juegan los animales en la descomposición de
la lignina no puede ser ignorado, aunque su principal acti-
vidad sea una disminución del peso molecular como con-
secuencia de destrucción mecánica. Insectos, inverte-

brados y rumiantes contribuyen a la despolimerización
física de la lignina e incrementan la digestibilidad de la
lignocelulosa, atacada por los microorganismos asocia-
dos a sus tractos gastrointestinales (anaerobiosis).

Sólo los microorganismos eucariotas son capaces de

degradar completamente este polímero.

En resumen: son sobre todo los hongos imperfectos y los
basidiomicetes, los organismos más activos en la degrada-
ción de ligninas naturales. Algunas bacterias, incluidos los
actinomicetes demostraron habilidad para atacar ligninas
sintéticas marcadas (cadenas laterales). Las interaccio-

nes microbianas estimulan frecuentemente la degradación
y el proceso es realizado por poblaciones complejas.

Degradación
La mayoría de los estudios se realizaron con cultivos de
hongos de la podredumbre blanca, por su reconocida
habilidad de degradar completamente a este polímero. Los
trabajos no son sencillos; se emplearon ligninas libres de
otros compuestos carbonados, como madera molida, o
ligninas sintéticas marcadas. En Phanerochaete chrysos-

porium, uno de los hongos mejor estudiados, se encontró
que éste no crece con lignina sola y requiere un sustrato
metabolizable, como celulosa o glucosa. Incluso en la
naturaleza, la presencia de celulosa estimula la actividad
ligninolítica de este hongo en mayor grado que el succi-
nato o glicerol. P. chrysosporium prefiere pH ácidos:
4,0-4,5, temperaturas óptimas relativamente altas, las
fuentes de nitrógeno pueden ser amonio, nitratos o ami-
noácidos, pero altas concentraciones en medio de cultivo
inhiben la degradación de la lignina y se requieren altas
presiones parciales de O

2
.
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suponer, con los tipos pedológicos, regiones climáticas,
prácticas de manejo, vegetación, etc. Los valores oscilan
entre 1-3% en suelos minerales, entre 6-10% en praderas
y en turbas, los valores superan 30-40% del peso seco.
En las células, el carbono constituye un 40 al 50% del
peso seco de las mismas.

La fuente principal de este elemento se encuentra en la
atmósfera, la que a pesar de contener bajo nivel de CO

2

(0,03%) alberga sobre la tierra cantidades enormes de
este gas (7,0x1014 kg). El incremento sobre los valores
actuales preocupa por el hecho de que tanto el CO

2
 como

el CH
4
 provocan incrementos de temperatura en la atmós-

fera (calentamiento global) (cuadro 2).

Cuadro 2- Calentamiento global

� Desde 1900 los niveles atmosféricos de CO
2
 se

han incrementado de 280 a 350 ppm, los de me-
tano 12-13 ppb año

 -1
 y los  fluorocarbonos sobre

3% año
-1

� Consecuencias:

• Mayores niveles de  CO
2
 estimulan la productividad,

fijando C a residuos de suelo y materia orgánica
• La continua deforestación y la expansión agrí-

cola reducirá el C en  plantas y suelos
• Aumentos de temperatura  favorecerán la activi-

dad metabólica en suelos y  pérdidas de C
• Rangos corrientes de pérdidas en suelos tropi-

cales serán 10X que en los suelos templados
• Cambios en  la adaptación de especies y uso de

la tierra
• Influencias en  diferentes prácticas agrícolas

 Carbono en aguas: su contenido varía con la naturaleza
de los causes de aguas y con la deposición que vierten
sobre ellos. Así, en los ríos la cantidad de materia orgáni-
ca puede ser muy grande y llegar a polucionarla si recibe
aguas servidas domiciliarias, efluentes de la industria,
desechos agrícolas.

Una parte del carbono puede depositarse como carbona-
tos insolubles, constituyendo verdaderos depósitos de este
elemento, pero los procesos de solubilización son muy
lentos y estas fuentes no inciden en el ciclo global.

Primera etapa del ciclo: fijación del CO
2
 o CH

4

La reducción del CO
2
 la realizan los organismos autotró-

ficos: foto y quimiosintéticos

� en primer lugar los vegetales
� las algas
� las cianobacterias, las bacterias fotosintéticas
� bacterias quimioautótrofas

Estas últimas emplean la energía liberada en la oxidación
de los compuestos minerales, como el amonio, sulfuros,
iones ferrosos, H

2
, para reducir el CO

2
. Si el ambiente fue-

ra rico en CH
4
 como consecuencia de procesos de anae-

robiosis, serán los microorganismos metanotróficos los
encargados de convertirlo en metanol para luego asimi-
larlo en su biomasa (cuadro 3).

Cuadro 3- Oxidación del metano en ecosistemas
naturales

� Representa el 44% del C del suelo
� CH

4
 es 20 veces más efectivo que el CO

2
 como

gas con efecto invernadero: su oxidación es muy
importante

� Mucho mayor si no actuaran los metanotróficos:
oxidan el 90% del CH

4
 luego de su emisión

� Rellenos sanitarios generan el 10% del CH
4
 libe-

rado. Al cubrir con suelo se requieren
2-3 años para desarrollar una fuerte población
metanotrófica

� Methylobacter: bacterias aerobias, Gram
–
 con sis-

tema de membranas internas. Colonias a veces
rosadas

� Metabolizan tanto metano (metanotróficas) o
-CH

2
O (metilotrófica) como única fuente de C

� También oxidan NH
3
, pero no como única fuente

de energía
� Los pasos de oxidación necesitan metil mono-

oxigenasa
� Organismos de la rizosfera y de hojas en plantas

acuáticas
� Contaminantes frecuentes en tejidos vegetales

 Estos productores primarios (PP) de materia orgánica
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  Se designa como:
� protolignina o lignina natural a los polímeros insolu-

bles en agua formada por polimerización deshidroge-
nativa de alcoholes coniferil, cumaril o sinapil, iniciada
por enzimas.

� las ligninas industriales, maderas modificadas quími-
ca o físicamente, altamente polimerizadas. Difieren
como sustratos de las naturales; poseen en general
menor peso molecular, mayor solubilidad, con lo que
aumenta su biodegradación: los lignosulfonatos se ob-
tienen por tratamientos con soluciones ácidas de
NaHSO

3
, las álcali ligninas son el resultado de la

extracción con soda y sulfuro de sodio, las fenol ligni-
nas o etanol ligninas aluden al procedimiento de extrac-
ción, contienen una variedad de compuestos orgánicos
(azúcares, polisacáridos, aldehidos, etc.) y pueden va-
riar considerablemente en estructura física.

Los trabajos que estudian la degradación de la lignina
emplean estos preparados, dada la imposibilidad de ob-
tener la protolignina en estado inalterado (en solución
acuosa y en autoclave a 100ºC se logró solubilizar sólo
un 10% en 50 días).

� los modelos de lignina, compuestos aromáticos solu-
bles en agua sintetizados a partir de derivados del alco-
hol cinamílico que poseen uniones intermonómeras pre-
sentes en la lignina natural.

Los residuos de industrias papeleras y de las que prepa-
ran pulpa para papel, las aguas servidas y los desechos
resultantes de una ganadería extensiva, presentan serios
problemas de polución por su alto contenido en lignina,
lignocelulosa, celulosa, de lenta biodegradación.

Estos productos deben ser descompuestos antes de su
deposición en gran escala en el ambiente: los ríos que
reciben afluentes de la industria del papel se colorean in-
tensamente y poseen grandes sedimentos de lignina (ca-
pítulo 21).

A diferencia de los otros biopolímeros, los estudios micro-
biológicos han avanzado poco por la complejidad de esta
molécula: en efecto la lignina constituye el producto natu-
ral más recalcitrante, es decir escasamente biodegrada-

ble por su alto PM y estructura tridimensional aromática,
que en algunos ambientes origina lignitos y carbón, las
principales formas de materia orgánica fosilizada.

Es también importante precursor de las moléculas húmi-

cas:  al incorporarla a un sílico-gel nutritivo, la lignina se
transforma espontáneamente por desecación en sustan-
cias pardas, del tipo del humus.

La lignina es considerada por algunos ecólogos microbia-
nos como un plástico natural ya que la polimerización
de los precursores no está mediatizada por enzimas y el
polímero posee muchos enlaces intermonómeros, que no
son directamente hidrolizables por enzimas. Se le consi-
dera como un producto de desecho que la célula deja
de eliminar y lo deposita en paredes secundarias y lámina
media de plantas superiores, como metabolito secun-

dario (no es esencial para el crecimiento, a pesar de be-
neficiar al organismo que lo posee). La lignina actuaría de
un modo similar a las envolturas protectoras de la piel, de
los vegetales y animales y quizá como las capas protec-
toras de las esporas.

Microflora ligninolítica
Entre los organismos estudiados, sólo los microorganis-

mos eucarióticos mostraron capacidad para degradar
completamente a la protolignina. La acción de los distin-
tos organismos en el proceso son variados. Los métodos
empleados para cuantificar la degradación incluyen estu-
dios con especies aisladas sobre ligninas específicamen-
te marcadas con C14 (en fracciones alquílicas, arílicas o
en los grupos metoxilo) y análisis químico y estructural de
maderas en decaimiento inoculadas y no inoculadas con
especies fúngicas de interés. La degradación de la celu-
losa es cerca de tres veces superior a la de la lignina.

Por la dificultad en la preparación de medios selectivos, el
aislamiento de especies responsables es muy dificultoso.
Incluso, una disminución en la concentración del sustrato,
no siempre es índice de degradación. La molécula puede
ser adsorbida a micelios o células microbianas, e incluso
la degradación puede enmascararse por la síntesis de
sustancias del tipo de la lignina por numerosos hongos.
Los estudios se realizan inoculando trozos de madera
esterilizados.
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contribuyen a incrementar su nivel en ecosistemas natu-
rales que constituye la fuente de nutrientes y de energía
para la mayoría de los habitantes del suelo, que son hete-
rotrófos. Los valores citados sobre el aporte del carbono
en la tierra por la fotosíntesis vegetal (9,0x1013kg) son
seguramente superados en lagos y océanos.

Segunda  etapa: mineralización

La materia orgánica que llega al suelo a través de resi-
duos de cosechas, la percolación en el follaje, las raíces
y sus productos de descamación y exudación, los restos
animales y microbianos sufren una serie de procesos de
degradación, que aseguran la continuidad de los ciclos
geoquímicas (cuadro 4). Los procesos degradativos bio-
energéticos realizados por los microorganismos depen-
derán del nivel de O

2
 (cuadro 5). Los procesos se reali-

zan en:

� aerobiosis:  respiración y algunas fermentaciones,
como la láctica que no se afecta por el O

2

� anaerobiosis: fermentaciones y respiraciones anaero-
bias (sulfatos, nitratos, CO

2
, Fe+++, como aceptores de

electrones). La actividad de los organismos del suelo
devolverían a la atmósfera un 40-75% del carbono fija-
do. La diferencia con la productividad primaria, o sea la
productividad neta, podría llegar a 2,0 x 1013 kg de C
orgánico/año.

Esta cifra debe mineralizarse en el mismo período, de otro
modo la gran reserva de la atmósfera se agotaría rápida-
mente (unos 7 años, cuadro 1). Son los consumidores
primarios (herbívoros) y los secundarios (carnívoros) y fi-
nalmente el hombre, los que aseguran una débil minerali-
zación. Los consumidores primarios no mineralizan más
de un 10% de la productividad primaria, devolviendo al
suelo importantes fracciones de materia orgánica, como
producto de desecho, y los carnívoros, sólo mineralizan
1/100 de ella.

 Se presume que la cantidad de materia orgánica prove-
niente de animales y microorganismos es pequeña en el
suelo en relación a la biomasa vegetal (cuadro 4). La bio-
masa de los principales grupos de invertebrados en sue-
los de pastura ha sido calculada en unos 2.300 kg/ha,
mientras que se ha estimado en 4.500 kg/ha la biomasa
de bacterias u hongos en la capa arable.

La distribución de estos grupos difiere; la microfauna se
localiza más en el mantillo, mientras que los microorga-
nismos migran a todo el perfil.

Resumiendo: los procesos microbianos que dominan en
las transformaciones del carbono en la naturaleza son:
� mineralización-inmovilización

� óxido-reducción

� solubilización-precipitación (caso de los carbona-

tos en depósitos en suelos y aguas)

Cuadro 4-  Naturaleza de compuestos orgánicos
carbonados en ecosistemas naturales

� Restos vegetales

• citoplasmáticos: azúcares, proteínas y ácidos
nucleicos

• reserva: proteínas, grasas, almidón,glicógeno
• componentes estructurales: celulosa, pectina,

lignina

� Restos animales

• citoplasmáticos: como arriba
• de reserva: almidón, proteínas y grasas
• estructurales: quitina. proteínas de pelos y uñas;

mucopéptidos; material fecal

� Residuos microbianos: según el organismo: pep-
tidoglicano, mananos, proteínas, etc.

� Materia orgánica del suelo

• ácidos húmicos y fúlvicos, polisacáridos, enzimas,
polucionantes
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to de otra-. Por ejemplo, pocos ppm de cumarina en el
suelo pueden inhibir el desarrollo de raíces de numero-
sas especies. También ejercen efectos tóxicos sobre la
microflora del suelo.

es un derivado modificado del benceno y contiene sólo
3 elementos: C, H y O. La estructura básica es aromáti-

ca, formada por polímeros de unidades de fenilpropano

(C
6
-C

3
) (figura 8), con grupos alifáticos hidroxilos y carbo-

nilos. Pertenecen a la misma familia de compuestos que
ciertos pigmentos flavonoides y antocianos en C

6
-C

3
-C

6
 y

de los aminoácidos fenilalanina y tirosina.

La biosíntesis de la lignina se realiza en tejidos jóvenes
por hidrólisis de heterósidos aromáticos con liberación de
agliconas, las que se transforman en radicales libres por
acción de oxidasas, condensándose al azar para dar com-
plejos tridimensionales muy ramificados, de peso mole-
cular difícil de determinar, en general superior a los 10.000.
Se han publicado numerosos modelos tendientes a expli-
car la complejidad de estos compuestos con unidades
básicas de fenilpropano, con núcleos aromáticos, grupos
metoxilo, puentes de oxígeno, ricos en C (67,5%), en gru-
pos metoxilo (15-16% en coníferas y más de 25% en di-
cotiledóneas) y en -OH alcohólicos y fenólicos.

Figura 7-  Modalidades de apertura del anillo bencénico
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Lignina

La lignina constituye otro polímero natural muy importan-
te responsable del 25% de la fitomasa seca producida
anualmente en la biosfera. Se encuentra en tejidos esen-
ciales como el xilema y el esclerénquima y también en
hongos como Humícola, Aspergillus y Gliocladium.

Representa un 60% del peso de la celulosa, con la cual
está íntimamente asociada. Las dificultades para su ex-
tracción y purificación son enormes por lo que los datos
cuantitativos presentados en la bibliografía son aleatorios,
se citan valores de 18-35% en bosques, 21-31% en pa-
jas, 10-24% y hasta 35% del peso seco en mantillos fo-
restales. Como se aprecia, importantes cantidades de esta
sustancia fuertemente polimerizada e insoluble en agua,
deben ser degradadas cada año.

Las ligninas no constituyen un grupo homogéneo de com-
puestos y su estructura varía con los vegetales y dentro
de una especie, con su grado de madurez. Resisten la
hidrólisis ácida, en agua caliente y solventes orgánicos,
pero se solubilizan en álcalis.

El espectro de absorción en el ultravioleta (máxima ab-
sorción en la vecindad de los 280 nm) indica que la lignina Figura 8-  Esquema de la molécula de lignina

Carbón Carbón

Anillo

bencénico
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Cuadro 5- Vías degradativas en compuestos
carbonados

Polímeros: celulosa, proteínas,
lignina, almidón, pesticidas

Enzimas

Oligómeros, monómeros

Anaerobiosis
Aerobiosis (fermentaciones,
(ciclo ATC, respiraciones
respiración) anaerobias)

CO
2
, H

2
O, CO

2
, H

2
, H

2
O, CH

4

biomasa menos biomasa
microbiana microbiana

química condicionará en parte la actividad biológica y por
lo tanto, su biodegradación y más adelante aspectos de
la humificación y mineralización de estas moléculas com-
plejas.

El cuadro 6 presenta composición química de algunos
organismos y tejidos. Las mayores diferencias se encuen-
tran entre las sustancias encargadas de mantener la es-
tructura celular y el cuadro 7 muestra las fracciones de la
materia orgánica, las enzimas y productos finales en su
degradación.

Cuadro 6- Composición química de algunos
organismos y tejidos

g/100 g peso seco

Células Tejido Músculo Tegumento

levadura vegetal mamífero insecto

Mananos
y glucanos 28 ? - -
Quitina ? - - 25-55
Celulosa - 15-60 - -
Hemicelulosas - 10-30 - -
Lignina - 5-30 - -
Proteínas y
ácidos nucleícos 24 2-15 80 25-37
Aminoácidos 1,3 ? ? ?
Ácidos alifáticos ? 5-30 4,8 ?
Azúcares solubles 0,5 ? ? ?
Glicógeno 18 - 2,0-7,2 -
Lípidos 9 1-25 5,2 4-5
Cenizas 17 1-13 4,4 1
no determinados 2,2 ? ? pigmentos,

fenoles,etc.

Métodos de estudio

El análisis de la biodegradación de una sustancia orgáni-
ca se realiza por alguno de los métodos de estudio discu-
tidos en el capítulo 8 y en el Anexo práctico,  es decir:
actividad respiratoria, análisis de enzimas involucradas en
los procesos, pérdida de peso de los sustratos incorpora-
dos al suelo, aparición de productos del metabolismo, re-
cuentos de grupos fisiológicos.

La figura 2 (Sylivia et al., 1998) muestra el incremento en
poblaciones zimógenas de bacterias y hongos luego de la

Biodegradación de moléculas orgánicas

Para facilidad en el estudio dividiremos a la materia orgá-
nica en dos categorías.

La materia orgánica fresca, constituida por los aportes
de la vegetación, hojas, tallos, raíces, exudados, células
microbianas muertas y restos de animales. Todos estos
componentes, de origen biológico, son sometidos a una
serie de procesos que conducen a su biodegradación con
participación de equipos enzimáticos especializados de
los microorganismos. La fauna ejerce un efecto acelera-
dor del proceso, reduciendo el tamaño de las partículas
(acción abrasiva o de molienda).

La materia orgánica nativa o humus, formada por pro-
cesos de descomposición y resíntesis posee estructura
diferente a la materia orgánica original. Su estabilidad fren-
te a la descomposición es mayor que los demás compo-
nentes orgánicos del suelo.

Analizaremos las distintas categorías de moléculas con-
tenidas en la materia orgánica fresca, cuya complejidad

 
➤

 
➤

 
➤

 
➤
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glucosa. Constituye un elemento importante del exoes-
queleto de artrópodos, paredes de hongos y de algunas
algas y huevos de nemátodos. La degradación no está
limitada como en los polisacáridos anteriores por el nitró-
geno, ya que su molécula posee 6,9% de este elemento.
Se obtiene fácilmente glucosa y amonio.

Los quitosanos han perdido los grupos acetilos -COCH
3
 y

están formados por largas cadenas glucosamina
(C

6
H

9
O

4
NH

2
). La quitina llega al suelo por aporte de in-

sectos, hongos y otros integrantes de la comunidad. Si se
compara el ataque de películas de quitina y celofán se
observa que este último permanece sin degradar por lar-
gos períodos de tiempo, mientras que la quitina es coloni-
zada rápidamente (12 días en medio acuático y 12-32
semanas en suelo de bosque).

Numerosos hongos, bacterias y actinomicetes son res-
ponsables de la degradación. Los actinomicetes dominan
en suelos agrícolas, las bacterias en los inundados y los
hongos en clima templado y ligera acidez.

Las sustancias aromáticas

El suelo recibe cantidades importantes de sustancias aro-
máticas que son aportadas por la vegetación o sintetiza-
das por la microflora, sobre todo por hongos. Estas sus-
tancias están constituidas por heterósidos con aglicona
variada:
� con un solo anillo bencénico: fenoles, ácidos bencé-

nicos de molécula tipo C
6
-C

1
 o C

6
-C

3
, como en cumari-

nas y ácidos cinámicos
� con dos anillos bencénicos unidos por una cadena

de tres carbonos o un heterociclo oxigenado (C
6
-C

3
-C

6
):

antocianos, flavonas, chalconas
� compuestos fenólicos condensados: lignina, taninos,

sustancias húmicas.

Entre los productos de síntesis microbiana se encuentran
fenoles simples, pigmentos de estructura variada y cier-
tos antibióticos
.
El anillo bencénico es una estructura bastante estable:
� su oxidación puede conducir a la apertura del ciclo dan-

do ácidos alifáticos que serán metabolizados en el ciclo
de los ácidos tricarboxílicos (figura 7)

� su condensación da lugar a la formación de sustancias
coloreadas, del tipo del humus

Las enzimas son oxigenasas que catalizan la fijación del
oxígeno al sustrato y oxidasas que transfieren al oxígeno
los electrones del sustrato con formación de agua. Los com-
puestos aromáticos simples son llevados al estado de dife-
noles. La degradación de flavonoides en C

6
-C

3
-C

6
 es me-

nos conocida y son más resistentes a la degradación.

La apertura del anillo está asegurada por dioxigenasas

que fijan los átomos de una molécula de oxígeno al sus-
trato; la ruptura puede hacerse entre dos funciones fenol
en posición orta o bien en meta. La figura 7 muestra algu-
nos de los posibles caminos en la degradación.

Los procesos de condensación oxidativa son de impor-
tancia considerable pues conducen a la formación de ta-
ninos, melaninas, sustancias húmicas. Las enzimas, no
bien caracterizadas, se clasifican en dos grupos: la laca-

sa y la tirosinasa que oxidan fenoles con formación de
radicales libres que pueden condensarse entre ellos dan-
do origen a productos oscuros, muy polimerizados. Bac-
terias, levaduras, hongos filamentosos producen en el la-
boratorio sustancias condensadas del tipo de las molécu-
las húmicas.

En resumen: la apertura del ciclo conduce a mineraliza-
ción y la condensación oxidativa a la acumulación de po-
límeros resistentes que protegen a otras sustancias de la
biodegradación. El nivel de oxígeno es de gran importan-
cia: en anaerobiosis el anillo bencénico no es degradado,
Arthrobacter no produce pigmentos pardos si no es culti-
vado en baja presión de O

2
 en aerobiosis la degradación

puede ser completa.

La importancia de los fenoles en el suelo es más cuali
que cuantitativa: el nivel de carbono involucrado en es-
tas combinaciones es bajo, pero constituyen moléculas
de gran actividad biológica. Los polifenoles son respon-
sables de la resistencia de vegetales a hongos parási-
tos y están involucrados en fenómenos de alelopatía -
una especie vegetal inhibe la germinación o el crecimien-
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adición de sustratos orgánicos carbonados a un suelo y el
desprendimiento de CO

2
 del sustrato, del suelo y a partir de

la degradación de la biomasa microbiana de células muer-
tas. Nótese que para discernir entre las tres fuentes es ne-
cesario marcar el sustrato por ejemplo con C14. A medida
que los sustratos se van agotando, la micropoblación de-
cae y puede llegar al viejo equilibrio o a uno nuevo.

Cuadro 7-  Principales componentes de la fracción
orgánica del suelo, las  enzimas actuantes

y los productos formados

Componentes Enzimas Productos

Celulosa celulasa, glucosidasas ác. orgánicos,
Hemicelulosa hemicelulasas azúcares,

ácidos urónicos

Pectina pectinmetilesterasa ác. péctico, etanol
galactouronasa ác. galactourónico,

glucosa, arabinosa

Almidón amilasas, glucosidasas glucosa, maltosa

Quitina quitinasa, quitinobiasa glucosamina, ác.
ácético,  glucosa,
NH3

Ac.nucleícos nucleasas, nucleosidasa bases nitrogenadas,
nucleotidasa, amino- PO

4
-3

hidrolasa

Proteínas y péptidos proteinasa, peptidasa, aminoácidos,
deshidrogenasas ácidos orgánicos,
y oxidasas NH

3

Ésteres fosfatados fosfatasas, fitasas alcohol, inositol,
HPO4

-2

Ésteres sulfatados arilsulfatasa alcohol, SO
4

=

Lignina lacasa, peroxidasa ácidos aromáticos,
fenoloxidasa compuestos fenóli-

cos

Los estudios se realizan en:

in vitro, en condiciones controladas, cuando se desea co-
nocer el efecto de algún factor de interés, en sistemas
estáticos o mediante la técnica de percolación y/o

in situ, en el campo, siguiendo desaparición de sustan-
cias y/o aparición  de productos finales.

Figura 2-  Respuesta microbiana y evolución del CO
2
 luego

de la adición de materiales carbonados

Biomasa microbiana

Bacterias

Hongos

C-CO
2

Residuos
de plantas
animales y
microorganismos

C- Humus

Residuos frescos
agregados

Tiempo Residuos
humificados
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Cuadro 8- Factores que afectan la degradación de
materiales carbonados orgánicos

� Composición del sustrato: los microorganismos
emplean compuestos solubles de N, S y micronu-
trientes para su síntesis. Necesidad de relaciones
C/N/S/P de 100/10/1/1 aproximadamente

� Prácticas agrícolas: fertilización incluyendo abo-
nos verdes

� Cultivos/manejo, irrigación, encalado
� Características físicas y químicas del suelo
� Disponibilidad de O

2
� Agua (exceso)
� pH
� Temperatura
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gos, mananos en levaduras, glucanos y levanos en cáp-
sulas bacterianas, poliurónidos en Cytophaga. Esta sín-
tesis microbiana puede reflejarse en una aparente dismi-
nución en la degradación de los polisacáridos vegetales.
La degradación puede dificultarse cuando están muy uni-
das a otras sustancias como a la celulosa.

Muchas enzimas están involucradas:
Xilanasas, arabanasas, etc., actuando tanto sobre cual-
quier punto de la molécula (endoenzimas) o desde los ex-
tremos de aquella (exoenzima). Las xilanasas pueden libe-
rar el dímero xilobiosa o xilosa que penetra en las células.

Glicosidasas actúan sobre los disacáridos u oligósidos
resultantes de la acción de las enzimas anteriores, libe-
rando azúcares simples o ácidos urónicos metabolizables
dentro de las células.

La degradación de estos polímeros está más extendida
que la celulolisis.

Glucanasas, que han sido poco estudiadas a pesar de
su rol importante en la lisis de los micelios fúngicos. Para
aislar a los microorganismos responsables se introducen
en el suelo trampas de caolinita con paredes de diversos
hongos. La microflora dominante está formada por hon-
gos y actinomicetes.

Mananasas, son producidas extracelularmente por hon-
gos y bacterias, en algunos es constitutiva, en otros indu-
cible y atacan a heteroglicanos con manosa.

Estas enzimas extracelulares sufren degradación biológica
y son altamente inhibidas por adsorción a arcillas y como
las celulasas, están sometidas a represión catabólica cuan-
do la hidrólisis excede la magnitud  de asimilación.

Microflora
Es muy variada: hongos, actinomicetes y bacterias típi-
cas atacan a alguna fracción de este complejo grupo en
cultivo puro, empleando el polisacárido como fuente de
carbono y/o energía. Trabajos que inoculan microorganis-
mos sobre materiales vegetales esterilizados demostra-
ron que ésta es una actividad muy extendida entre los
microorganismos del suelo. La actividad es estimulada

cuando además del polisacárido se incorporan azúcares
simples y la ecología es similar a la de la celulolisis.

Sustancias pécticas

Se encuentran en la lámina media de las paredes vegeta-
les y su rol es unir las células, aunque también se locali-
zan en paredes primarias y secundarias. Existen diferen-
cias en longitud de la cadena y solubilidad:
� la protopectina, es insoluble en agua
� la pectina, soluble y parcialmente esterificada con metanol
� los ácidos pécticos, son solubles en agua pero no este-

rificados

Tres enzimas están involucradas en la degradación de
estos materiales:
� protopectinasa, que convierte protopectina en pectina

soluble
� pectin-metil esterasa, que ataca las uniones metil éster

de la pectina para dar ácido péctico y metanol
� poligalactouronasa, que ataca uniones entre unidades

de ácido galactourónico tanto de la pectina como de los
ácidos pécticos

Muchos organismos del suelo poseen estas enzimas:
Erwinia, Clostridium, Pseudomonas, Rhizobium y nume-
rosos patógenos que pueden penetrar los tejidos.

La diversidad de grupos microbianos y la habilidad para
colonizar una variedad de suelos y sustratos, indica que
la microflora pectinolítica es amplia (105-06/g de suelo),
aerobia y anaerobia.

Los hongos y actinomicetes parecen ser los grupos más ex-
tendidos. Estas sustancias son atacadas desde el momento
en que los restos vegetales llegan al suelo por los primeros
colonizadores. Su asociación a otros constituyentes de las
paredes pueden protegerlos (celulosa, polifenoles).

Quitina

Este polisacárido está constituido por largas cadenas de
glucosamina, a diferencia de la celulosa que contiene
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Glúcidos

Azúcares simples y oligósidos
Estos compuestos llegan al suelo o se originan en él por
síntesis y degradación de poliósidos. Representan me-
nos del 2% del carbono total del suelo y su presencia es
muy efímera, excepto tal vez, en el caso de la sacarosa
(remolacha o caña).

Su concentración en el suelo refleja el equilibrio entre las
velocidades de aparición y degradación. Distintas vías me-
tabólicas han sido reconocidas en los suelos: la de la gli-
cólisis (exosa di-fosfato), el ciclo de la exosa monofosfato
(Enter-Doudoroff), que originan azúcares de 3, 4, 5 ó 6
carbonos. En la célula microbiana, los glúcidos proveen
de energía y subunidades para su biosíntesis. La gran
mayoría de los microorganismos del suelo pueden em-
plear los ácidos orgánicos producidos por oxidaciones
de hidratos de carbono y proteínas, de modo que el nivel
de ácidos orgánicos de cadena simple es muy bajo y sólo
pueden acumularse en condiciones de anaerobiosis.

Poliósidos de reserva como almidón, glucógeno o los
provenientes de paredes celulares: celulosa, hemicelulo-
sas y compuestos pécticos, polímeros de aminoazúcares,
como la quitina.

Sustancias aromáticas: simples como los fenoles, o po-
limerizadas como los taninos o la lignina.

Constituyentes hidrófobos: ceras, cutina, grasas.

Almidón
Representa una reserva para los vegetales que se en-
cuentra transitoriamente en hojas y es movilizado hacia
los tallos, bulbos, rizomas, frutos y semillas. Integra en
pequeña proporción las paredes de algas. Como es movi-
lizado en las células antes de la muerte llega al suelo en
poca cantidad. Está formado por amilosa y amilopecti-

na; el primer componente posee estructura lineal, con
varios cientos de unidades glucosa unidas por enlaces
glucosídicos α 1-4. En la amilopectina se presenta esta
misma organización, pero la molécula es ramificada, con
cadenas laterales unidas por enlaces α 1-6. El almidón
contiene un 70-90% de amilosa, pero esta proporción va-
ría en distintas especies vegetales.

La biodegradación en el suelo es rápida, superando a la
velocidad de la desaparición de la celulosa, hemicelulosa y
otros polisacáridos, y se realiza tanto en aerobiosis como
en anaerobiosis (liberación de ácidos orgánicos y metano).

Microflora
La microflora amilolítica de los suelos es abundante, los
recuentos en medio  sólido presentan valores de 105 a
107/gramo de suelo. Una multiplicidad de bacterias po-
seen las enzimas específicas, y son Gram positivas o ne-
gativas, esporuladas o asporógenas, aerobias o anaero-
bias. Numerosos actinomicetes pueden emplear este po-
lisacárido así como muchos hongos filamentosos. Otros
sustratos pueden ser empleados por estos microorganis-
mos, incluida la celulosa.

La hidrólisis es catalizada por amilasas (α glucosidasas)
inducibles: se reconocen tres tipos: la ααααα, la βββββ amilasa y

una glucosidasa.

La α amilasa es una endoenzima que actúa al azar so-
bre amilosa y amilopectina. Con amilosa se acumulan
grandes cantidades de maltosa y pequeñas cantidades
de glucosa y del trisacárido maltotriosa. En la amilopecti-
na esta enzima detiene su hidrólisis en las ramificacio-
nes, acumulándose fracciones de alto peso molecular (dex-
trinas). La βββββ amilasa es exoenzima, actuando desde los
extremos de la molécula, liberándose maltosa y dextri-
nas. Al llegar a una ramificación se detiene la hidrólisis.
Otros organismos poseen otra exoenzima, la ααααα amilo 1-6

glucosidasa (glucoamilasa) capaz de hidrolizar la mo-
lécula en puntos de ramificación, liberando al medio dex-
trinas y oligosacáridos; los que no permanecen mucho
tiempo en el suelo pues otras enzimas los llevan a gluco-
sa, asimilada por las células.

Estas enzimas son inducibles, pero la habilidad para pro-
ducirlas depende del tipo de almidón de diferentes espe-
cies vegetales. La naturaleza exocelular las hace sensi-
bles al ambiente y pueden ser muy adsorbidas por |os
coloides. Los azúcares simples solubles penetran en la
célula donde son metabolizados.

Ecología
Fuera de los casos descriptos de inhibición de la degra-
dación por adsorción de enzimas, el almidón es descom-
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tualmente se sabe que la presencia de otras fuentes de
carbono más simples favorece a estos microorganismos.
Los azúcares simples, los compuestos pécticos o las he-
micelulosas, incrementan la actividad celulolítica. La mi-
croflora estimulada por el sustrato simple induce la celu-
lasa al agotarse el mismo.

La proporción de lignina en los restos es otro de los
factores que afectan a la celulolisis. El cuadro 12 presen-
ta el efecto de dosis crecientes de lignina.

El efecto inhibidor sobre la celulolisis se debería al pro-
blema físico resultante de la estrecha unión entre estos
dos polisacáridos en las paredes celulares. Las enzimas
encontrarían una barrera mecánica. A medida que los
restos se enriquecen en lignina la celulolisis se hace más
lenta.

Cuadro 12- Degradación de preparaciones de
yute con diferentes  cantidades de celulosa

y lignina (a los 21 días)

Preparado Celulosa Lignina % celulosa

descompuesta

A 99,2 0,0 100,0
B 95,5 3,3 95,6
C 89,3 6,3 83,1
D 82,7 11,9 37,9
E 75,6 12,6 17,7

En resumen: este importante proceso biológico que ase-
gura la degradación de la gran masa de celulosa que cada
año llega a suelos y aguas es realizado por una microflo-
ra variada (bacterias, incluidos los  actinomicetes, hon-
gos, protozoos), aunque el número de especies celulolíti-
cas no es muy amplio. El proceso ocurre en todos los
ambientes tanto en condiciones de aerobiosis como de
anegamiento. En ambientes ácidos dominan los hongos;
en los cultivados y neutros, las bacterias; bajo deseca-
ción y ligera alcalinidad, los actinomicetes.

La fauna: ácaros, colémbolos, termites, actúan moliendo
y macerando a la celulosa nativa, lo que facilita su degra-
dación, pero no poseen celulasas. La microflora de su trac-

to digestivo puede iniciar la degradación. En aguas el pro-
ceso es activo.

Otros polímeros: mananos, xilanos, pectinas

Este grupo incluye a las mal designadas hemicelulosas:
un conjunto heterogéneo de compuestos formados por una
cadena principal poliósida, más o menos larga y en gene-
ral formada por una misma unidad elemental (pentosa,
hexosa). Puede haber ramificaciones en la molécula, a
veces muy numerosas, con unidades diferentes a las de
la cadena principal (hexosas, pentosas, metiladas o no,
ácidos urónicos).

Es más correcto hablar de: xilanos (unidades de xilopira-
nosa con enlaces β 1-4 con o sin cadenas laterales de
arabinosa o ácido glucónico unidas al carbono 3), mana-

nos, glucanos, galactanos, en lugar de emplear el tér-
mino hemicelulosas, y compuestos pécticos formados
por unidades de ácido galactourónico unidos por unlaces
β 1-4. Resulta difícil aislar y purificar cada uno de estos
compuestos por su íntima asociación con otras sustan-
cias en los restos vegetales y son muy frecuentes las al-
teraciones en la estructura durante la extracción. Cuando
restos vegetales se incorporan al suelo la fracción hemi-
celulósica desaparece inicialmente a alta velocidad, pero
luego el proceso se hace más lento (cuadro 13).

Cuadro 13-  % de descomposición de algunos
constituyentes  de la paja de cebada,

en aerobiosis

Días Hemicelulosa Celulosa

0-4 43,5 2,3
4-8 6,5 9,1

8-16 5,4 25,0

La heterogeneidad de esta fracción puede explicar este
hecho, las sustancias clasificadas como hemicelulosas no
son igualmente lábiles: los xilanos y mananos desapare-
cen primero, mientras que los galactanos son más resis-
tentes. Además, la microflora sintetiza sustancias de este
tipo: glucanos y pentosanos en las paredes de los hon-
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puesto en todos los ambientes por acción de una micro-
flora poco específica. Los productos finales dependerán
no solamente de la microflora dominante sino también de
las condiciones ecológicas. Algunos autores han señala-
do velocidades diferentes de degradación según el origen
del almidón: el de arroz parece ser atacado por un gran
número de microorganismos.

Inulina
Constituye otro polisacárido de reserva, formado por uni-
dades de fructosa (25-28), unidos a la cadena lateral por
enlaces 2-1. Numerosos microorganismos: bacterias, ac-
tinomicetes, hongos, poseen inulasa, exoenzima que li-
bera un disacárido de fructosa. Su degradación ocurre si-
multáneamente con la del almidón.

Glúcidos de paredes celulares

Las paredes celulares de los vegetales superiores poseen
una estructura compleja que al ser tratada con lejía de
soda (NaOH al 17,5%) libera glúcidos secundarios: las
mal llamadas hemicelulosas y compuestos pécticos, de-
jando un residuo insoluble formado por celulosa y distin-
tas proporciones de lignina, la que a medida que la planta
envejece va invadiendo las paredes primarias y secunda-
rias a partir de la lámina media.

Los restos vegetales cuando llegan al suelo están forma-
dos en gran parte, salvo en el caso de la incorporación de
abonos verdes, por paredes celulares. La celulosa, he-
micelulosas, pectinas y lignina representan aproximada-
mente el 45% de la materia seca en centeno joven y alfal-
fa en floración, 55% en acículas de pino, alcanzando un
75% en paja de centeno luego de la cosecha, como se
aprecia en el cuadro 9 y en la figura 3.

Las paredes de los microorganismos contienen distintos
polisacáridos: los hongos primitivos poseen celulosa que
luego es reemplazada por quitina y otros poliósidos con o
sin nitrógeno, comparables por su solubilidad a las hemice-
lulosas de los vegetales. Especies filamentosas contienen
en sus paredes pigmentos amorfos y oscuros, las melani-

nas. En las bacterias, el péptidoglicano formado por ami-
noazúcares y péptidos está acompañado en las Gram po-

sitivas por ésteres fosfatados, los ácidos teicoicos y lipo-
proteínas y lipopolisacáridos en las Gram negativas.

        Cuadro 9- Composición química de distintos
vegetales

% materia seca al aire

Constituyentes centeno jóven alfalfa acículas de pino

Grasas y ceras 2,35 10,41 23,92

Solubles en agua 29,54 17,24 7,29

Hemicelulosas 12,67 13,14 18,98

Celulosa 17,84 23,65 16,43

Lignina 10,61 8,95 22,68

Proteínas 12,26 12,81 2,19

Cenizas 12,55 10,30 2,51

Celulosa

Como vimos, la celulosa es uno de los constituyentes ve-
getales más importantes, representando un 15% del peso
seco de leguminosas y gramíneas jóvenes y más de 50%
en materiales leñosos (en promedio representa 1/3 del
CO

2
 fijado por las plantas). Sin embargo, los análisis de

suelos indican que sólo representa una pequeña fracción
(menos del 1%) de la materia orgánica.

La celulolisis tal vez constituya la etapa mejor conocida
del ciclo del carbono. Las investigaciones en estos as-
pectos han sido estimuladas por los graves problemas oca-
sionados por los microorganismos celulolíticos en la in-
dustria textil y papelera. Se calcula que anualmente unas
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Figura 3- Efecto de la edad en la composición química
de la cebada
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Temperatura: el proceso ocurre desde temperaturas cer-
canas al punto de congelamiento hasta aproximadamen-
te 65ºC. Los aumentos de temperatura inducen variacio-
nes en la composición de la población con incrementos
de la velocidad de degradación. En el rango termófilo son
Clostridium, actinomicetes y hongos, las poblaciones do-
minantes, aunque estos organismos son considerados
más bien como mesófilos resistentes. En el suelo la ma-
yoría de las especies son mesófilas.

Resulta evidente que el encalado de suelos ácidos esti-
mula el proceso.

Humedad y aireación: como vimos, la microflora especí-
fica puede ser aerobia o anaerobia, de modo que el nivel
hídrico de los suelos condicionará la actividad de cada
uno de estos grupos. Por su rendimiento energético el
proceso es más lento en ambientes anegados o en sue-
los con pobre intercambio de gases.

El cuadro 11 muestra el efecto del pH y de la aireación del
suelo en el coeficiente de mineralización del carbono (a) y
del cultivo y la profundidad (b).

Como puede apreciarse, un pH neutro y condiciones de
buena aireación en los suelos favorecen a este proceso.
Las bacterias serán en estas condiciones los agentes do-
minantes de la celulolisis. El proceso disminuye con la
profundidad en correlación directa con el descenso de la
actividad biológica y del nivel de materia orgánica. Los
cultivos son fuente permanente de celulosa a nivel rizos-
férico por la descamación y muerte de tejidos.

Cuadro 11- Efecto de algunos factores en
la celulolisis

a) pH y aireación

pH aereación % celulosa coeficiente de
degradada  mineralización

en 15 días

4,5 aerobiosis 62,5 3,6
anaerobiosis 14,0 0,1

7,0 aerobiosis 81,2 11,2
anaerobiosis 21,0 0,15

b) profundidad del suelo y cultivo

% celulosa descompuesta
profundidad (cm) no cultivado cultivado

0-20 48 91
20-40 16 72
40-60 0 34

Otros nutrientes: se pensaba que los celulolíticos verda-
deros (con la enzima C1) no podían emplear otra fuente
de carbono y energía que no fuera la celulosa. Pero ac-

Figura 5-  Efecto de agregado de nitrógeno en la celulolisis
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pH: los microorganismos celulolíticos menos afectados por
los cambios de pH son las bacterias anaerobias. En ge-
neral se puede decir que la celulolisis es más activa en
suelos bien provistos de bases, neutros y que la composi-
ción de especies dominantes varía con este factor. En
ambientes ácidos son las bacterias anaerobias y los hon-
gos los grupos dominantes, mientras que los actinomice-
tes prefieren la neutralidad o escasa basicidad.
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10 millones de toneladas de carbono se fijan como celulo-
sa, cantidad que los suelos deben degradar en el mismo
período.

La celulosa está constituida por unidades de glucosa, uni-
das en largas cadenas por enlaces βββββ 1-4 glucosídicos.

Pueden presentarse entre 2.000 a 10.000 y hasta a veces
más de 15.000 unidades de glucosa en la molécula, se-
gún la especie vegetal. La estructura física también varía,
las cadenas se reúnen en microfibrillas entre las cuales
se distinguen mallas cristalinas separadas por regiones
amorfas. Las mallas están fuertemente unidas por puen-
tes H o por fuerzas de Van der Waals. Según la estructu-
ra, la orientación de las fibrillas, la proporción de constitu-
yentes secundarios, la celulosa se comporta diferentemen-
te frente a la biodegradación.

Además, los tratamientos mecánicos a que se somete a
las preparaciones industriales afectan la biodegradación:
papel, celofán, celulosa precipitada, carboximetilcelulosa
(CMC) son empleados en los medios de cultivo, o llegan
al suelo. Estos preparados difieren en estructura y propie-
dades físicas de la celulosa natural.

Microorganismos
Este polisacárido es hidrolizado por un complejo enzimá-
tico, no completamente caracterizado, conocido como ce-

lulasa, presente en una variedad de bacterias, actinomi-
cetes, hongos y protozoos. Las especies celulolíticas no
son muy numerosas dentro de cada grupo. El cuadro 10
presenta las características de los microorganismos celu-
lolíticos.

La celulosa es en ocasiones degradada más rápidamente
en cultivos mixtos, aun cuando los organismos asociados
sean incapaces individualmente de atacar el polisacári-
do. La microflora primaria se favorece por  la remoción de
los productos de la degradación o por la eliminación de
sustancias inhibidoras (comensalismo).

Las bacterias son activas degradadoras, algunas espe-
cies actúan como celulolíticos  verdaderos (atacan a la
celulosa nativa) como los géneros Cytophaga y Sporo-

cytophaga. Dentro de los Actinomycetales numerosos
Streptomyces son capaces de emplear celulosa como

fuente de carbono y energía, pero actúan como pobres
competidores frente a otros grupos microbianos.

Los hongos son activos degradadores en ambientes des-
favorables para las bacterias: pH ácidos, alta humedad.
Numerosas especies participan en la degradación de la
fracción lignocelulósica de restos vegetales.

Los protozoos son activos degradadores en el rumen, en
anaerobiosis; en el suelo y aguas prefieren la fagocitosis
de pequeños organismos.

Celulolisis: Las bacterias se observan a nivel de las re-
giones amorfas, pero no penetran en el lumen de las fi-
bras salvo que éstas estén lesionadas. Los hongos pue-
den atravesar las paredes a nivel de puntuaciones o fisu-
ras: las fibras se hinchan y se observan estrías profun-
das. Cambia la reacción frente al iodo, se altera la estruc-
tura física y el material se transforma en una masa musci-
laginosa hasta su desaparición total.

La celulasa cataliza la conversión de la celulosa insolu-
ble en mono, di, tri o tetrasacáridos. Los dos primeros son
solubles en agua y penetran en la célula integrando las
vías metabólicas que rinden energía o proveen de subu-
nidades para sus macromoléculas. La figura 4 esquema-
tiza la degradación. Se han  determinado hasta 14 com-

Cuadro 10- Microflora celulolítica

Grupo Orden Género Ecología

bacterias Pseudomonadales Vibrio aerobios, en mantillos, mesófilos
Cellvibrio termófilos, con pigmentos

Eubacteriales Cellulomonas aerobios, G-, bacilos pigmentados
Bacillus aerobios, a veces pleomórficos
Clostridium anaerobios, suelos inundados, turbas

Mixobacteriales Cytophaga bacilos aerobios, en suelos con pajas
Sporocytophaga o abonos orgánicos

Actinomycetales Streptomyces crecen en agar mineral con celulosa,
Micromonospora halo de hidrólisis, pigmentos
Nocardia

protozoos Hertmella descomponen  celulosa en cultivo
puro. Importantes en el rumen,
menos en el suelo

hongos Ascomycetes Rhizoctonia, activos degradadores de la celulosa,
Humicola, dominan en ambientes ácidos,
Botrytrichum en mantillos de bosques.
Alternaria, También se encuentran en el rumen
Rhizopus
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ponentes en el complejo enzimático, organizados en cua-
tro tipos básicos de enzimas:

� C
1
, pobremente caracterizada, actúa sobre la celulosa

nativa y la contienen los organismos denominados ce-
lulolíticos verdaderos. Está integrada por proteínas con
ligeras diferencias estructurales entre los distintos gru-
pos microbianos.

� Cx, complejo enzimático de acción β 1-4 glucanasa, no
hidroliza la celulosa nativa sino que ataca a los políme-
ros parcialmente degradados y está muy distribuida entre
los hongos, bacterias y actinomicetes. La hidrólisis in-
cluye adición de agua al sustrato insoluble con rupturas
de enlaces entre azúcares.

� βββββ glucosidasa que cataliza la última etapa de la de-
gradación, es una hidrolasa que lleva la celobiosa, ce-
lotriosa y otros oligosacáridos de bajo peso molecular
hasta glucosa. El antiguo término de celobiasa es in-
apropiado pues la celobiosa no constituye su único
sustrato.

En la mayoría de los organismos el sistema celulasa

es inducible y se sintetiza en presencia de celulosa y
carbohidratos relacionados y está sometida a represión
catabólica, los productos de la reacción inhiben o repri-
men la síntesis de la enzima. Por la acción extracelular,
esta enzima está muy sometida a factores del medio.
Un alto contenido de arcillas puede inactivarla, fenóme-
no que junto a la adsorción del sustrato puede explicar
en parte el efecto protector de la montmorillonita sobre
materiales celulósicos.

Ecología
Entre los factores más importantes que afectan a este pro-
ceso en la naturaleza citaremos el nivel de nitrógeno dis-
ponible, la temperatura, aireación, humedad, pH, presen-
cia de otros carbohidratos en los restos.

Nitrógeno: la aplicación de N-inorgánico estimula la ce-
lulolisis, hecho explicable ya que la celulosa no contiene
este elemento y la microflora lo requiere junto a otros mi-
nerales para satisfacer sus necesidades plásticas.

La figura 5 muestra el empleo de diferentes fuentes de
nitrógeno por la microflora celulolítica y la figura 6 el efec-
to de dosis crecientes de fertilizante nitrogenado. Altas
dosis, donde el nitrógeno agregado supera el requerido,
no incrementan la degradación, pues otros son los facto-
res limitantes del proceso.

Los microorganismos requieren una parte de nitrógeno
por cada 35 partes de celulosa, datos que reflejan el he-
cho de que 3 partes de nitrógeno se incorporan al cito-
plasma microbiano por cada 100 partes de celulosa des-
compuesta (5-10% N) posibilitando la síntesis de 30-60
unidades de  biomasa.

En algunos suelos el fósforo puede ser factor limitante del
proceso.

La acción se realiza al azar (acción endoglucanasa), libe-
rándose productos solubles como la celobiosa, aunque
los productos finales dependen del tipo de organismo (otros
oligosacáridos y a veces glucosa).

Si el ataque se produce desde los extremos de la molécu-
la (acción exoenzimática), la celobiosa es el producto do-
minante. Estos términos no deben confundirse con la ac-
ción a distancia de la célula productora (la C1 y Cx deben
actuar extracelularmente dada la insolubilidad de los sus-
tratos y sus grandes dimensiones).

Figura 4- Celulolisis
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más de 15.000 unidades de glucosa en la molécula, se-
gún la especie vegetal. La estructura física también varía,
las cadenas se reúnen en microfibrillas entre las cuales
se distinguen mallas cristalinas separadas por regiones
amorfas. Las mallas están fuertemente unidas por puen-
tes H o por fuerzas de Van der Waals. Según la estructu-
ra, la orientación de las fibrillas, la proporción de constitu-
yentes secundarios, la celulosa se comporta diferentemen-
te frente a la biodegradación.

Además, los tratamientos mecánicos a que se somete a
las preparaciones industriales afectan la biodegradación:
papel, celofán, celulosa precipitada, carboximetilcelulosa
(CMC) son empleados en los medios de cultivo, o llegan
al suelo. Estos preparados difieren en estructura y propie-
dades físicas de la celulosa natural.
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tico, no completamente caracterizado, conocido como ce-

lulasa, presente en una variedad de bacterias, actinomi-
cetes, hongos y protozoos. Las especies celulolíticas no
son muy numerosas dentro de cada grupo. El cuadro 10
presenta las características de los microorganismos celu-
lolíticos.

La celulosa es en ocasiones degradada más rápidamente
en cultivos mixtos, aun cuando los organismos asociados
sean incapaces individualmente de atacar el polisacári-
do. La microflora primaria se favorece por  la remoción de
los productos de la degradación o por la eliminación de
sustancias inhibidoras (comensalismo).

Las bacterias son activas degradadoras, algunas espe-
cies actúan como celulolíticos  verdaderos (atacan a la
celulosa nativa) como los géneros Cytophaga y Sporo-

cytophaga. Dentro de los Actinomycetales numerosos
Streptomyces son capaces de emplear celulosa como

fuente de carbono y energía, pero actúan como pobres
competidores frente a otros grupos microbianos.

Los hongos son activos degradadores en ambientes des-
favorables para las bacterias: pH ácidos, alta humedad.
Numerosas especies participan en la degradación de la
fracción lignocelulósica de restos vegetales.

Los protozoos son activos degradadores en el rumen, en
anaerobiosis; en el suelo y aguas prefieren la fagocitosis
de pequeños organismos.

Celulolisis: Las bacterias se observan a nivel de las re-
giones amorfas, pero no penetran en el lumen de las fi-
bras salvo que éstas estén lesionadas. Los hongos pue-
den atravesar las paredes a nivel de puntuaciones o fisu-
ras: las fibras se hinchan y se observan estrías profun-
das. Cambia la reacción frente al iodo, se altera la estruc-
tura física y el material se transforma en una masa musci-
laginosa hasta su desaparición total.

La celulasa cataliza la conversión de la celulosa insolu-
ble en mono, di, tri o tetrasacáridos. Los dos primeros son
solubles en agua y penetran en la célula integrando las
vías metabólicas que rinden energía o proveen de subu-
nidades para sus macromoléculas. La figura 4 esquema-
tiza la degradación. Se han  determinado hasta 14 com-
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Clostridium anaerobios, suelos inundados, turbas

Mixobacteriales Cytophaga bacilos aerobios, en suelos con pajas
Sporocytophaga o abonos orgánicos

Actinomycetales Streptomyces crecen en agar mineral con celulosa,
Micromonospora halo de hidrólisis, pigmentos
Nocardia

protozoos Hertmella descomponen  celulosa en cultivo
puro. Importantes en el rumen,
menos en el suelo

hongos Ascomycetes Rhizoctonia, activos degradadores de la celulosa,
Humicola, dominan en ambientes ácidos,
Botrytrichum en mantillos de bosques.
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nativa y la contienen los organismos denominados ce-
lulolíticos verdaderos. Está integrada por proteínas con
ligeras diferencias estructurales entre los distintos gru-
pos microbianos.

� Cx, complejo enzimático de acción β 1-4 glucanasa, no
hidroliza la celulosa nativa sino que ataca a los políme-
ros parcialmente degradados y está muy distribuida entre
los hongos, bacterias y actinomicetes. La hidrólisis in-
cluye adición de agua al sustrato insoluble con rupturas
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lotriosa y otros oligosacáridos de bajo peso molecular
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Un alto contenido de arcillas puede inactivarla, fenóme-
no que junto a la adsorción del sustrato puede explicar
en parte el efecto protector de la montmorillonita sobre
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ceso en la naturaleza citaremos el nivel de nitrógeno dis-
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nerales para satisfacer sus necesidades plásticas.

La figura 5 muestra el empleo de diferentes fuentes de
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to de dosis crecientes de fertilizante nitrogenado. Altas
dosis, donde el nitrógeno agregado supera el requerido,
no incrementan la degradación, pues otros son los facto-
res limitantes del proceso.

Los microorganismos requieren una parte de nitrógeno
por cada 35 partes de celulosa, datos que reflejan el he-
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plasma microbiano por cada 100 partes de celulosa des-
compuesta (5-10% N) posibilitando la síntesis de 30-60
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En algunos suelos el fósforo puede ser factor limitante del
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La acción se realiza al azar (acción endoglucanasa), libe-
rándose productos solubles como la celobiosa, aunque
los productos finales dependen del tipo de organismo (otros
oligosacáridos y a veces glucosa).

Si el ataque se produce desde los extremos de la molécu-
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minante. Estos términos no deben confundirse con la ac-
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puesto en todos los ambientes por acción de una micro-
flora poco específica. Los productos finales dependerán
no solamente de la microflora dominante sino también de
las condiciones ecológicas. Algunos autores han señala-
do velocidades diferentes de degradación según el origen
del almidón: el de arroz parece ser atacado por un gran
número de microorganismos.

Inulina
Constituye otro polisacárido de reserva, formado por uni-
dades de fructosa (25-28), unidos a la cadena lateral por
enlaces 2-1. Numerosos microorganismos: bacterias, ac-
tinomicetes, hongos, poseen inulasa, exoenzima que li-
bera un disacárido de fructosa. Su degradación ocurre si-
multáneamente con la del almidón.

Glúcidos de paredes celulares

Las paredes celulares de los vegetales superiores poseen
una estructura compleja que al ser tratada con lejía de
soda (NaOH al 17,5%) libera glúcidos secundarios: las
mal llamadas hemicelulosas y compuestos pécticos, de-
jando un residuo insoluble formado por celulosa y distin-
tas proporciones de lignina, la que a medida que la planta
envejece va invadiendo las paredes primarias y secunda-
rias a partir de la lámina media.

Los restos vegetales cuando llegan al suelo están forma-
dos en gran parte, salvo en el caso de la incorporación de
abonos verdes, por paredes celulares. La celulosa, he-
micelulosas, pectinas y lignina representan aproximada-
mente el 45% de la materia seca en centeno joven y alfal-
fa en floración, 55% en acículas de pino, alcanzando un
75% en paja de centeno luego de la cosecha, como se
aprecia en el cuadro 9 y en la figura 3.

Las paredes de los microorganismos contienen distintos
polisacáridos: los hongos primitivos poseen celulosa que
luego es reemplazada por quitina y otros poliósidos con o
sin nitrógeno, comparables por su solubilidad a las hemice-
lulosas de los vegetales. Especies filamentosas contienen
en sus paredes pigmentos amorfos y oscuros, las melani-

nas. En las bacterias, el péptidoglicano formado por ami-
noazúcares y péptidos está acompañado en las Gram po-

sitivas por ésteres fosfatados, los ácidos teicoicos y lipo-
proteínas y lipopolisacáridos en las Gram negativas.

        Cuadro 9- Composición química de distintos
vegetales

% materia seca al aire

Constituyentes centeno jóven alfalfa acículas de pino

Grasas y ceras 2,35 10,41 23,92

Solubles en agua 29,54 17,24 7,29

Hemicelulosas 12,67 13,14 18,98

Celulosa 17,84 23,65 16,43

Lignina 10,61 8,95 22,68

Proteínas 12,26 12,81 2,19

Cenizas 12,55 10,30 2,51

Celulosa

Como vimos, la celulosa es uno de los constituyentes ve-
getales más importantes, representando un 15% del peso
seco de leguminosas y gramíneas jóvenes y más de 50%
en materiales leñosos (en promedio representa 1/3 del
CO

2
 fijado por las plantas). Sin embargo, los análisis de

suelos indican que sólo representa una pequeña fracción
(menos del 1%) de la materia orgánica.

La celulolisis tal vez constituya la etapa mejor conocida
del ciclo del carbono. Las investigaciones en estos as-
pectos han sido estimuladas por los graves problemas oca-
sionados por los microorganismos celulolíticos en la in-
dustria textil y papelera. Se calcula que anualmente unas
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Figura 3- Efecto de la edad en la composición química
de la cebada
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Temperatura: el proceso ocurre desde temperaturas cer-
canas al punto de congelamiento hasta aproximadamen-
te 65ºC. Los aumentos de temperatura inducen variacio-
nes en la composición de la población con incrementos
de la velocidad de degradación. En el rango termófilo son
Clostridium, actinomicetes y hongos, las poblaciones do-
minantes, aunque estos organismos son considerados
más bien como mesófilos resistentes. En el suelo la ma-
yoría de las especies son mesófilas.

Resulta evidente que el encalado de suelos ácidos esti-
mula el proceso.

Humedad y aireación: como vimos, la microflora especí-
fica puede ser aerobia o anaerobia, de modo que el nivel
hídrico de los suelos condicionará la actividad de cada
uno de estos grupos. Por su rendimiento energético el
proceso es más lento en ambientes anegados o en sue-
los con pobre intercambio de gases.

El cuadro 11 muestra el efecto del pH y de la aireación del
suelo en el coeficiente de mineralización del carbono (a) y
del cultivo y la profundidad (b).

Como puede apreciarse, un pH neutro y condiciones de
buena aireación en los suelos favorecen a este proceso.
Las bacterias serán en estas condiciones los agentes do-
minantes de la celulolisis. El proceso disminuye con la
profundidad en correlación directa con el descenso de la
actividad biológica y del nivel de materia orgánica. Los
cultivos son fuente permanente de celulosa a nivel rizos-
férico por la descamación y muerte de tejidos.

Cuadro 11- Efecto de algunos factores en
la celulolisis

a) pH y aireación

pH aereación % celulosa coeficiente de
degradada  mineralización

en 15 días

4,5 aerobiosis 62,5 3,6
anaerobiosis 14,0 0,1

7,0 aerobiosis 81,2 11,2
anaerobiosis 21,0 0,15

b) profundidad del suelo y cultivo

% celulosa descompuesta
profundidad (cm) no cultivado cultivado

0-20 48 91
20-40 16 72
40-60 0 34

Otros nutrientes: se pensaba que los celulolíticos verda-
deros (con la enzima C1) no podían emplear otra fuente
de carbono y energía que no fuera la celulosa. Pero ac-

Figura 5-  Efecto de agregado de nitrógeno en la celulolisis
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pH: los microorganismos celulolíticos menos afectados por
los cambios de pH son las bacterias anaerobias. En ge-
neral se puede decir que la celulolisis es más activa en
suelos bien provistos de bases, neutros y que la composi-
ción de especies dominantes varía con este factor. En
ambientes ácidos son las bacterias anaerobias y los hon-
gos los grupos dominantes, mientras que los actinomice-
tes prefieren la neutralidad o escasa basicidad.
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Glúcidos

Azúcares simples y oligósidos
Estos compuestos llegan al suelo o se originan en él por
síntesis y degradación de poliósidos. Representan me-
nos del 2% del carbono total del suelo y su presencia es
muy efímera, excepto tal vez, en el caso de la sacarosa
(remolacha o caña).

Su concentración en el suelo refleja el equilibrio entre las
velocidades de aparición y degradación. Distintas vías me-
tabólicas han sido reconocidas en los suelos: la de la gli-
cólisis (exosa di-fosfato), el ciclo de la exosa monofosfato
(Enter-Doudoroff), que originan azúcares de 3, 4, 5 ó 6
carbonos. En la célula microbiana, los glúcidos proveen
de energía y subunidades para su biosíntesis. La gran
mayoría de los microorganismos del suelo pueden em-
plear los ácidos orgánicos producidos por oxidaciones
de hidratos de carbono y proteínas, de modo que el nivel
de ácidos orgánicos de cadena simple es muy bajo y sólo
pueden acumularse en condiciones de anaerobiosis.

Poliósidos de reserva como almidón, glucógeno o los
provenientes de paredes celulares: celulosa, hemicelulo-
sas y compuestos pécticos, polímeros de aminoazúcares,
como la quitina.

Sustancias aromáticas: simples como los fenoles, o po-
limerizadas como los taninos o la lignina.

Constituyentes hidrófobos: ceras, cutina, grasas.

Almidón
Representa una reserva para los vegetales que se en-
cuentra transitoriamente en hojas y es movilizado hacia
los tallos, bulbos, rizomas, frutos y semillas. Integra en
pequeña proporción las paredes de algas. Como es movi-
lizado en las células antes de la muerte llega al suelo en
poca cantidad. Está formado por amilosa y amilopecti-

na; el primer componente posee estructura lineal, con
varios cientos de unidades glucosa unidas por enlaces
glucosídicos α 1-4. En la amilopectina se presenta esta
misma organización, pero la molécula es ramificada, con
cadenas laterales unidas por enlaces α 1-6. El almidón
contiene un 70-90% de amilosa, pero esta proporción va-
ría en distintas especies vegetales.

La biodegradación en el suelo es rápida, superando a la
velocidad de la desaparición de la celulosa, hemicelulosa y
otros polisacáridos, y se realiza tanto en aerobiosis como
en anaerobiosis (liberación de ácidos orgánicos y metano).

Microflora
La microflora amilolítica de los suelos es abundante, los
recuentos en medio  sólido presentan valores de 105 a
107/gramo de suelo. Una multiplicidad de bacterias po-
seen las enzimas específicas, y son Gram positivas o ne-
gativas, esporuladas o asporógenas, aerobias o anaero-
bias. Numerosos actinomicetes pueden emplear este po-
lisacárido así como muchos hongos filamentosos. Otros
sustratos pueden ser empleados por estos microorganis-
mos, incluida la celulosa.

La hidrólisis es catalizada por amilasas (α glucosidasas)
inducibles: se reconocen tres tipos: la ααααα, la βββββ amilasa y

una glucosidasa.

La α amilasa es una endoenzima que actúa al azar so-
bre amilosa y amilopectina. Con amilosa se acumulan
grandes cantidades de maltosa y pequeñas cantidades
de glucosa y del trisacárido maltotriosa. En la amilopecti-
na esta enzima detiene su hidrólisis en las ramificacio-
nes, acumulándose fracciones de alto peso molecular (dex-
trinas). La βββββ amilasa es exoenzima, actuando desde los
extremos de la molécula, liberándose maltosa y dextri-
nas. Al llegar a una ramificación se detiene la hidrólisis.
Otros organismos poseen otra exoenzima, la ααααα amilo 1-6

glucosidasa (glucoamilasa) capaz de hidrolizar la mo-
lécula en puntos de ramificación, liberando al medio dex-
trinas y oligosacáridos; los que no permanecen mucho
tiempo en el suelo pues otras enzimas los llevan a gluco-
sa, asimilada por las células.

Estas enzimas son inducibles, pero la habilidad para pro-
ducirlas depende del tipo de almidón de diferentes espe-
cies vegetales. La naturaleza exocelular las hace sensi-
bles al ambiente y pueden ser muy adsorbidas por |os
coloides. Los azúcares simples solubles penetran en la
célula donde son metabolizados.

Ecología
Fuera de los casos descriptos de inhibición de la degra-
dación por adsorción de enzimas, el almidón es descom-
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tualmente se sabe que la presencia de otras fuentes de
carbono más simples favorece a estos microorganismos.
Los azúcares simples, los compuestos pécticos o las he-
micelulosas, incrementan la actividad celulolítica. La mi-
croflora estimulada por el sustrato simple induce la celu-
lasa al agotarse el mismo.

La proporción de lignina en los restos es otro de los
factores que afectan a la celulolisis. El cuadro 12 presen-
ta el efecto de dosis crecientes de lignina.

El efecto inhibidor sobre la celulolisis se debería al pro-
blema físico resultante de la estrecha unión entre estos
dos polisacáridos en las paredes celulares. Las enzimas
encontrarían una barrera mecánica. A medida que los
restos se enriquecen en lignina la celulolisis se hace más
lenta.

Cuadro 12- Degradación de preparaciones de
yute con diferentes  cantidades de celulosa

y lignina (a los 21 días)

Preparado Celulosa Lignina % celulosa

descompuesta

A 99,2 0,0 100,0
B 95,5 3,3 95,6
C 89,3 6,3 83,1
D 82,7 11,9 37,9
E 75,6 12,6 17,7

En resumen: este importante proceso biológico que ase-
gura la degradación de la gran masa de celulosa que cada
año llega a suelos y aguas es realizado por una microflo-
ra variada (bacterias, incluidos los  actinomicetes, hon-
gos, protozoos), aunque el número de especies celulolíti-
cas no es muy amplio. El proceso ocurre en todos los
ambientes tanto en condiciones de aerobiosis como de
anegamiento. En ambientes ácidos dominan los hongos;
en los cultivados y neutros, las bacterias; bajo deseca-
ción y ligera alcalinidad, los actinomicetes.

La fauna: ácaros, colémbolos, termites, actúan moliendo
y macerando a la celulosa nativa, lo que facilita su degra-
dación, pero no poseen celulasas. La microflora de su trac-

to digestivo puede iniciar la degradación. En aguas el pro-
ceso es activo.

Otros polímeros: mananos, xilanos, pectinas

Este grupo incluye a las mal designadas hemicelulosas:
un conjunto heterogéneo de compuestos formados por una
cadena principal poliósida, más o menos larga y en gene-
ral formada por una misma unidad elemental (pentosa,
hexosa). Puede haber ramificaciones en la molécula, a
veces muy numerosas, con unidades diferentes a las de
la cadena principal (hexosas, pentosas, metiladas o no,
ácidos urónicos).

Es más correcto hablar de: xilanos (unidades de xilopira-
nosa con enlaces β 1-4 con o sin cadenas laterales de
arabinosa o ácido glucónico unidas al carbono 3), mana-

nos, glucanos, galactanos, en lugar de emplear el tér-
mino hemicelulosas, y compuestos pécticos formados
por unidades de ácido galactourónico unidos por unlaces
β 1-4. Resulta difícil aislar y purificar cada uno de estos
compuestos por su íntima asociación con otras sustan-
cias en los restos vegetales y son muy frecuentes las al-
teraciones en la estructura durante la extracción. Cuando
restos vegetales se incorporan al suelo la fracción hemi-
celulósica desaparece inicialmente a alta velocidad, pero
luego el proceso se hace más lento (cuadro 13).

Cuadro 13-  % de descomposición de algunos
constituyentes  de la paja de cebada,

en aerobiosis

Días Hemicelulosa Celulosa

0-4 43,5 2,3
4-8 6,5 9,1

8-16 5,4 25,0

La heterogeneidad de esta fracción puede explicar este
hecho, las sustancias clasificadas como hemicelulosas no
son igualmente lábiles: los xilanos y mananos desapare-
cen primero, mientras que los galactanos son más resis-
tentes. Además, la microflora sintetiza sustancias de este
tipo: glucanos y pentosanos en las paredes de los hon-
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adición de sustratos orgánicos carbonados a un suelo y el
desprendimiento de CO

2
 del sustrato, del suelo y a partir de

la degradación de la biomasa microbiana de células muer-
tas. Nótese que para discernir entre las tres fuentes es ne-
cesario marcar el sustrato por ejemplo con C14. A medida
que los sustratos se van agotando, la micropoblación de-
cae y puede llegar al viejo equilibrio o a uno nuevo.

Cuadro 7-  Principales componentes de la fracción
orgánica del suelo, las  enzimas actuantes

y los productos formados

Componentes Enzimas Productos

Celulosa celulasa, glucosidasas ác. orgánicos,
Hemicelulosa hemicelulasas azúcares,

ácidos urónicos

Pectina pectinmetilesterasa ác. péctico, etanol
galactouronasa ác. galactourónico,

glucosa, arabinosa

Almidón amilasas, glucosidasas glucosa, maltosa

Quitina quitinasa, quitinobiasa glucosamina, ác.
ácético,  glucosa,
NH3

Ac.nucleícos nucleasas, nucleosidasa bases nitrogenadas,
nucleotidasa, amino- PO

4
-3

hidrolasa

Proteínas y péptidos proteinasa, peptidasa, aminoácidos,
deshidrogenasas ácidos orgánicos,
y oxidasas NH

3

Ésteres fosfatados fosfatasas, fitasas alcohol, inositol,
HPO4

-2

Ésteres sulfatados arilsulfatasa alcohol, SO
4

=

Lignina lacasa, peroxidasa ácidos aromáticos,
fenoloxidasa compuestos fenóli-

cos

Los estudios se realizan en:

in vitro, en condiciones controladas, cuando se desea co-
nocer el efecto de algún factor de interés, en sistemas
estáticos o mediante la técnica de percolación y/o

in situ, en el campo, siguiendo desaparición de sustan-
cias y/o aparición  de productos finales.

Figura 2-  Respuesta microbiana y evolución del CO
2
 luego

de la adición de materiales carbonados

Biomasa microbiana

Bacterias

Hongos

C-CO
2
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Cuadro 8- Factores que afectan la degradación de
materiales carbonados orgánicos

� Composición del sustrato: los microorganismos
emplean compuestos solubles de N, S y micronu-
trientes para su síntesis. Necesidad de relaciones
C/N/S/P de 100/10/1/1 aproximadamente

� Prácticas agrícolas: fertilización incluyendo abo-
nos verdes

� Cultivos/manejo, irrigación, encalado
� Características físicas y químicas del suelo
� Disponibilidad de O

2
� Agua (exceso)
� pH
� Temperatura
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gos, mananos en levaduras, glucanos y levanos en cáp-
sulas bacterianas, poliurónidos en Cytophaga. Esta sín-
tesis microbiana puede reflejarse en una aparente dismi-
nución en la degradación de los polisacáridos vegetales.
La degradación puede dificultarse cuando están muy uni-
das a otras sustancias como a la celulosa.

Muchas enzimas están involucradas:
Xilanasas, arabanasas, etc., actuando tanto sobre cual-
quier punto de la molécula (endoenzimas) o desde los ex-
tremos de aquella (exoenzima). Las xilanasas pueden libe-
rar el dímero xilobiosa o xilosa que penetra en las células.

Glicosidasas actúan sobre los disacáridos u oligósidos
resultantes de la acción de las enzimas anteriores, libe-
rando azúcares simples o ácidos urónicos metabolizables
dentro de las células.

La degradación de estos polímeros está más extendida
que la celulolisis.

Glucanasas, que han sido poco estudiadas a pesar de
su rol importante en la lisis de los micelios fúngicos. Para
aislar a los microorganismos responsables se introducen
en el suelo trampas de caolinita con paredes de diversos
hongos. La microflora dominante está formada por hon-
gos y actinomicetes.

Mananasas, son producidas extracelularmente por hon-
gos y bacterias, en algunos es constitutiva, en otros indu-
cible y atacan a heteroglicanos con manosa.

Estas enzimas extracelulares sufren degradación biológica
y son altamente inhibidas por adsorción a arcillas y como
las celulasas, están sometidas a represión catabólica cuan-
do la hidrólisis excede la magnitud  de asimilación.

Microflora
Es muy variada: hongos, actinomicetes y bacterias típi-
cas atacan a alguna fracción de este complejo grupo en
cultivo puro, empleando el polisacárido como fuente de
carbono y/o energía. Trabajos que inoculan microorganis-
mos sobre materiales vegetales esterilizados demostra-
ron que ésta es una actividad muy extendida entre los
microorganismos del suelo. La actividad es estimulada

cuando además del polisacárido se incorporan azúcares
simples y la ecología es similar a la de la celulolisis.

Sustancias pécticas

Se encuentran en la lámina media de las paredes vegeta-
les y su rol es unir las células, aunque también se locali-
zan en paredes primarias y secundarias. Existen diferen-
cias en longitud de la cadena y solubilidad:
� la protopectina, es insoluble en agua
� la pectina, soluble y parcialmente esterificada con metanol
� los ácidos pécticos, son solubles en agua pero no este-

rificados

Tres enzimas están involucradas en la degradación de
estos materiales:
� protopectinasa, que convierte protopectina en pectina

soluble
� pectin-metil esterasa, que ataca las uniones metil éster

de la pectina para dar ácido péctico y metanol
� poligalactouronasa, que ataca uniones entre unidades

de ácido galactourónico tanto de la pectina como de los
ácidos pécticos

Muchos organismos del suelo poseen estas enzimas:
Erwinia, Clostridium, Pseudomonas, Rhizobium y nume-
rosos patógenos que pueden penetrar los tejidos.

La diversidad de grupos microbianos y la habilidad para
colonizar una variedad de suelos y sustratos, indica que
la microflora pectinolítica es amplia (105-06/g de suelo),
aerobia y anaerobia.

Los hongos y actinomicetes parecen ser los grupos más ex-
tendidos. Estas sustancias son atacadas desde el momento
en que los restos vegetales llegan al suelo por los primeros
colonizadores. Su asociación a otros constituyentes de las
paredes pueden protegerlos (celulosa, polifenoles).

Quitina

Este polisacárido está constituido por largas cadenas de
glucosamina, a diferencia de la celulosa que contiene
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Cuadro 5- Vías degradativas en compuestos
carbonados

Polímeros: celulosa, proteínas,
lignina, almidón, pesticidas

Enzimas

Oligómeros, monómeros

Anaerobiosis
Aerobiosis (fermentaciones,
(ciclo ATC, respiraciones
respiración) anaerobias)

CO
2
, H

2
O, CO

2
, H

2
, H

2
O, CH

4

biomasa menos biomasa
microbiana microbiana

química condicionará en parte la actividad biológica y por
lo tanto, su biodegradación y más adelante aspectos de
la humificación y mineralización de estas moléculas com-
plejas.

El cuadro 6 presenta composición química de algunos
organismos y tejidos. Las mayores diferencias se encuen-
tran entre las sustancias encargadas de mantener la es-
tructura celular y el cuadro 7 muestra las fracciones de la
materia orgánica, las enzimas y productos finales en su
degradación.

Cuadro 6- Composición química de algunos
organismos y tejidos

g/100 g peso seco

Células Tejido Músculo Tegumento

levadura vegetal mamífero insecto

Mananos
y glucanos 28 ? - -
Quitina ? - - 25-55
Celulosa - 15-60 - -
Hemicelulosas - 10-30 - -
Lignina - 5-30 - -
Proteínas y
ácidos nucleícos 24 2-15 80 25-37
Aminoácidos 1,3 ? ? ?
Ácidos alifáticos ? 5-30 4,8 ?
Azúcares solubles 0,5 ? ? ?
Glicógeno 18 - 2,0-7,2 -
Lípidos 9 1-25 5,2 4-5
Cenizas 17 1-13 4,4 1
no determinados 2,2 ? ? pigmentos,

fenoles,etc.

Métodos de estudio

El análisis de la biodegradación de una sustancia orgáni-
ca se realiza por alguno de los métodos de estudio discu-
tidos en el capítulo 8 y en el Anexo práctico,  es decir:
actividad respiratoria, análisis de enzimas involucradas en
los procesos, pérdida de peso de los sustratos incorpora-
dos al suelo, aparición de productos del metabolismo, re-
cuentos de grupos fisiológicos.

La figura 2 (Sylivia et al., 1998) muestra el incremento en
poblaciones zimógenas de bacterias y hongos luego de la

Biodegradación de moléculas orgánicas

Para facilidad en el estudio dividiremos a la materia orgá-
nica en dos categorías.

La materia orgánica fresca, constituida por los aportes
de la vegetación, hojas, tallos, raíces, exudados, células
microbianas muertas y restos de animales. Todos estos
componentes, de origen biológico, son sometidos a una
serie de procesos que conducen a su biodegradación con
participación de equipos enzimáticos especializados de
los microorganismos. La fauna ejerce un efecto acelera-
dor del proceso, reduciendo el tamaño de las partículas
(acción abrasiva o de molienda).

La materia orgánica nativa o humus, formada por pro-
cesos de descomposición y resíntesis posee estructura
diferente a la materia orgánica original. Su estabilidad fren-
te a la descomposición es mayor que los demás compo-
nentes orgánicos del suelo.

Analizaremos las distintas categorías de moléculas con-
tenidas en la materia orgánica fresca, cuya complejidad

 
➤

 
➤

 
➤

 
➤
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glucosa. Constituye un elemento importante del exoes-
queleto de artrópodos, paredes de hongos y de algunas
algas y huevos de nemátodos. La degradación no está
limitada como en los polisacáridos anteriores por el nitró-
geno, ya que su molécula posee 6,9% de este elemento.
Se obtiene fácilmente glucosa y amonio.

Los quitosanos han perdido los grupos acetilos -COCH
3
 y

están formados por largas cadenas glucosamina
(C

6
H

9
O

4
NH

2
). La quitina llega al suelo por aporte de in-

sectos, hongos y otros integrantes de la comunidad. Si se
compara el ataque de películas de quitina y celofán se
observa que este último permanece sin degradar por lar-
gos períodos de tiempo, mientras que la quitina es coloni-
zada rápidamente (12 días en medio acuático y 12-32
semanas en suelo de bosque).

Numerosos hongos, bacterias y actinomicetes son res-
ponsables de la degradación. Los actinomicetes dominan
en suelos agrícolas, las bacterias en los inundados y los
hongos en clima templado y ligera acidez.

Las sustancias aromáticas

El suelo recibe cantidades importantes de sustancias aro-
máticas que son aportadas por la vegetación o sintetiza-
das por la microflora, sobre todo por hongos. Estas sus-
tancias están constituidas por heterósidos con aglicona
variada:
� con un solo anillo bencénico: fenoles, ácidos bencé-

nicos de molécula tipo C
6
-C

1
 o C

6
-C

3
, como en cumari-

nas y ácidos cinámicos
� con dos anillos bencénicos unidos por una cadena

de tres carbonos o un heterociclo oxigenado (C
6
-C

3
-C

6
):

antocianos, flavonas, chalconas
� compuestos fenólicos condensados: lignina, taninos,

sustancias húmicas.

Entre los productos de síntesis microbiana se encuentran
fenoles simples, pigmentos de estructura variada y cier-
tos antibióticos
.
El anillo bencénico es una estructura bastante estable:
� su oxidación puede conducir a la apertura del ciclo dan-

do ácidos alifáticos que serán metabolizados en el ciclo
de los ácidos tricarboxílicos (figura 7)

� su condensación da lugar a la formación de sustancias
coloreadas, del tipo del humus

Las enzimas son oxigenasas que catalizan la fijación del
oxígeno al sustrato y oxidasas que transfieren al oxígeno
los electrones del sustrato con formación de agua. Los com-
puestos aromáticos simples son llevados al estado de dife-
noles. La degradación de flavonoides en C

6
-C

3
-C

6
 es me-

nos conocida y son más resistentes a la degradación.

La apertura del anillo está asegurada por dioxigenasas

que fijan los átomos de una molécula de oxígeno al sus-
trato; la ruptura puede hacerse entre dos funciones fenol
en posición orta o bien en meta. La figura 7 muestra algu-
nos de los posibles caminos en la degradación.

Los procesos de condensación oxidativa son de impor-
tancia considerable pues conducen a la formación de ta-
ninos, melaninas, sustancias húmicas. Las enzimas, no
bien caracterizadas, se clasifican en dos grupos: la laca-

sa y la tirosinasa que oxidan fenoles con formación de
radicales libres que pueden condensarse entre ellos dan-
do origen a productos oscuros, muy polimerizados. Bac-
terias, levaduras, hongos filamentosos producen en el la-
boratorio sustancias condensadas del tipo de las molécu-
las húmicas.

En resumen: la apertura del ciclo conduce a mineraliza-
ción y la condensación oxidativa a la acumulación de po-
límeros resistentes que protegen a otras sustancias de la
biodegradación. El nivel de oxígeno es de gran importan-
cia: en anaerobiosis el anillo bencénico no es degradado,
Arthrobacter no produce pigmentos pardos si no es culti-
vado en baja presión de O

2
 en aerobiosis la degradación

puede ser completa.

La importancia de los fenoles en el suelo es más cuali
que cuantitativa: el nivel de carbono involucrado en es-
tas combinaciones es bajo, pero constituyen moléculas
de gran actividad biológica. Los polifenoles son respon-
sables de la resistencia de vegetales a hongos parási-
tos y están involucrados en fenómenos de alelopatía -
una especie vegetal inhibe la germinación o el crecimien-
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contribuyen a incrementar su nivel en ecosistemas natu-
rales que constituye la fuente de nutrientes y de energía
para la mayoría de los habitantes del suelo, que son hete-
rotrófos. Los valores citados sobre el aporte del carbono
en la tierra por la fotosíntesis vegetal (9,0x1013kg) son
seguramente superados en lagos y océanos.

Segunda  etapa: mineralización

La materia orgánica que llega al suelo a través de resi-
duos de cosechas, la percolación en el follaje, las raíces
y sus productos de descamación y exudación, los restos
animales y microbianos sufren una serie de procesos de
degradación, que aseguran la continuidad de los ciclos
geoquímicas (cuadro 4). Los procesos degradativos bio-
energéticos realizados por los microorganismos depen-
derán del nivel de O

2
 (cuadro 5). Los procesos se reali-

zan en:

� aerobiosis:  respiración y algunas fermentaciones,
como la láctica que no se afecta por el O

2

� anaerobiosis: fermentaciones y respiraciones anaero-
bias (sulfatos, nitratos, CO

2
, Fe+++, como aceptores de

electrones). La actividad de los organismos del suelo
devolverían a la atmósfera un 40-75% del carbono fija-
do. La diferencia con la productividad primaria, o sea la
productividad neta, podría llegar a 2,0 x 1013 kg de C
orgánico/año.

Esta cifra debe mineralizarse en el mismo período, de otro
modo la gran reserva de la atmósfera se agotaría rápida-
mente (unos 7 años, cuadro 1). Son los consumidores
primarios (herbívoros) y los secundarios (carnívoros) y fi-
nalmente el hombre, los que aseguran una débil minerali-
zación. Los consumidores primarios no mineralizan más
de un 10% de la productividad primaria, devolviendo al
suelo importantes fracciones de materia orgánica, como
producto de desecho, y los carnívoros, sólo mineralizan
1/100 de ella.

 Se presume que la cantidad de materia orgánica prove-
niente de animales y microorganismos es pequeña en el
suelo en relación a la biomasa vegetal (cuadro 4). La bio-
masa de los principales grupos de invertebrados en sue-
los de pastura ha sido calculada en unos 2.300 kg/ha,
mientras que se ha estimado en 4.500 kg/ha la biomasa
de bacterias u hongos en la capa arable.

La distribución de estos grupos difiere; la microfauna se
localiza más en el mantillo, mientras que los microorga-
nismos migran a todo el perfil.

Resumiendo: los procesos microbianos que dominan en
las transformaciones del carbono en la naturaleza son:
� mineralización-inmovilización

� óxido-reducción

� solubilización-precipitación (caso de los carbona-

tos en depósitos en suelos y aguas)

Cuadro 4-  Naturaleza de compuestos orgánicos
carbonados en ecosistemas naturales

� Restos vegetales

• citoplasmáticos: azúcares, proteínas y ácidos
nucleicos

• reserva: proteínas, grasas, almidón,glicógeno
• componentes estructurales: celulosa, pectina,

lignina

� Restos animales

• citoplasmáticos: como arriba
• de reserva: almidón, proteínas y grasas
• estructurales: quitina. proteínas de pelos y uñas;

mucopéptidos; material fecal

� Residuos microbianos: según el organismo: pep-
tidoglicano, mananos, proteínas, etc.

� Materia orgánica del suelo

• ácidos húmicos y fúlvicos, polisacáridos, enzimas,
polucionantes
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to de otra-. Por ejemplo, pocos ppm de cumarina en el
suelo pueden inhibir el desarrollo de raíces de numero-
sas especies. También ejercen efectos tóxicos sobre la
microflora del suelo.

es un derivado modificado del benceno y contiene sólo
3 elementos: C, H y O. La estructura básica es aromáti-

ca, formada por polímeros de unidades de fenilpropano

(C
6
-C

3
) (figura 8), con grupos alifáticos hidroxilos y carbo-

nilos. Pertenecen a la misma familia de compuestos que
ciertos pigmentos flavonoides y antocianos en C

6
-C

3
-C

6
 y

de los aminoácidos fenilalanina y tirosina.

La biosíntesis de la lignina se realiza en tejidos jóvenes
por hidrólisis de heterósidos aromáticos con liberación de
agliconas, las que se transforman en radicales libres por
acción de oxidasas, condensándose al azar para dar com-
plejos tridimensionales muy ramificados, de peso mole-
cular difícil de determinar, en general superior a los 10.000.
Se han publicado numerosos modelos tendientes a expli-
car la complejidad de estos compuestos con unidades
básicas de fenilpropano, con núcleos aromáticos, grupos
metoxilo, puentes de oxígeno, ricos en C (67,5%), en gru-
pos metoxilo (15-16% en coníferas y más de 25% en di-
cotiledóneas) y en -OH alcohólicos y fenólicos.

Figura 7-  Modalidades de apertura del anillo bencénico
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Lignina

La lignina constituye otro polímero natural muy importan-
te responsable del 25% de la fitomasa seca producida
anualmente en la biosfera. Se encuentra en tejidos esen-
ciales como el xilema y el esclerénquima y también en
hongos como Humícola, Aspergillus y Gliocladium.

Representa un 60% del peso de la celulosa, con la cual
está íntimamente asociada. Las dificultades para su ex-
tracción y purificación son enormes por lo que los datos
cuantitativos presentados en la bibliografía son aleatorios,
se citan valores de 18-35% en bosques, 21-31% en pa-
jas, 10-24% y hasta 35% del peso seco en mantillos fo-
restales. Como se aprecia, importantes cantidades de esta
sustancia fuertemente polimerizada e insoluble en agua,
deben ser degradadas cada año.

Las ligninas no constituyen un grupo homogéneo de com-
puestos y su estructura varía con los vegetales y dentro
de una especie, con su grado de madurez. Resisten la
hidrólisis ácida, en agua caliente y solventes orgánicos,
pero se solubilizan en álcalis.

El espectro de absorción en el ultravioleta (máxima ab-
sorción en la vecindad de los 280 nm) indica que la lignina Figura 8-  Esquema de la molécula de lignina

Carbón Carbón

Anillo

bencénico
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suponer, con los tipos pedológicos, regiones climáticas,
prácticas de manejo, vegetación, etc. Los valores oscilan
entre 1-3% en suelos minerales, entre 6-10% en praderas
y en turbas, los valores superan 30-40% del peso seco.
En las células, el carbono constituye un 40 al 50% del
peso seco de las mismas.

La fuente principal de este elemento se encuentra en la
atmósfera, la que a pesar de contener bajo nivel de CO

2

(0,03%) alberga sobre la tierra cantidades enormes de
este gas (7,0x1014 kg). El incremento sobre los valores
actuales preocupa por el hecho de que tanto el CO

2
 como

el CH
4
 provocan incrementos de temperatura en la atmós-

fera (calentamiento global) (cuadro 2).

Cuadro 2- Calentamiento global

� Desde 1900 los niveles atmosféricos de CO
2
 se

han incrementado de 280 a 350 ppm, los de me-
tano 12-13 ppb año

 -1
 y los  fluorocarbonos sobre

3% año
-1

� Consecuencias:

• Mayores niveles de  CO
2
 estimulan la productividad,

fijando C a residuos de suelo y materia orgánica
• La continua deforestación y la expansión agrí-

cola reducirá el C en  plantas y suelos
• Aumentos de temperatura  favorecerán la activi-

dad metabólica en suelos y  pérdidas de C
• Rangos corrientes de pérdidas en suelos tropi-

cales serán 10X que en los suelos templados
• Cambios en  la adaptación de especies y uso de

la tierra
• Influencias en  diferentes prácticas agrícolas

 Carbono en aguas: su contenido varía con la naturaleza
de los causes de aguas y con la deposición que vierten
sobre ellos. Así, en los ríos la cantidad de materia orgáni-
ca puede ser muy grande y llegar a polucionarla si recibe
aguas servidas domiciliarias, efluentes de la industria,
desechos agrícolas.

Una parte del carbono puede depositarse como carbona-
tos insolubles, constituyendo verdaderos depósitos de este
elemento, pero los procesos de solubilización son muy
lentos y estas fuentes no inciden en el ciclo global.

Primera etapa del ciclo: fijación del CO
2
 o CH

4

La reducción del CO
2
 la realizan los organismos autotró-

ficos: foto y quimiosintéticos

� en primer lugar los vegetales
� las algas
� las cianobacterias, las bacterias fotosintéticas
� bacterias quimioautótrofas

Estas últimas emplean la energía liberada en la oxidación
de los compuestos minerales, como el amonio, sulfuros,
iones ferrosos, H

2
, para reducir el CO

2
. Si el ambiente fue-

ra rico en CH
4
 como consecuencia de procesos de anae-

robiosis, serán los microorganismos metanotróficos los
encargados de convertirlo en metanol para luego asimi-
larlo en su biomasa (cuadro 3).

Cuadro 3- Oxidación del metano en ecosistemas
naturales

� Representa el 44% del C del suelo
� CH

4
 es 20 veces más efectivo que el CO

2
 como

gas con efecto invernadero: su oxidación es muy
importante

� Mucho mayor si no actuaran los metanotróficos:
oxidan el 90% del CH

4
 luego de su emisión

� Rellenos sanitarios generan el 10% del CH
4
 libe-

rado. Al cubrir con suelo se requieren
2-3 años para desarrollar una fuerte población
metanotrófica

� Methylobacter: bacterias aerobias, Gram
–
 con sis-

tema de membranas internas. Colonias a veces
rosadas

� Metabolizan tanto metano (metanotróficas) o
-CH

2
O (metilotrófica) como única fuente de C

� También oxidan NH
3
, pero no como única fuente

de energía
� Los pasos de oxidación necesitan metil mono-

oxigenasa
� Organismos de la rizosfera y de hojas en plantas

acuáticas
� Contaminantes frecuentes en tejidos vegetales

 Estos productores primarios (PP) de materia orgánica
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  Se designa como:
� protolignina o lignina natural a los polímeros insolu-

bles en agua formada por polimerización deshidroge-
nativa de alcoholes coniferil, cumaril o sinapil, iniciada
por enzimas.

� las ligninas industriales, maderas modificadas quími-
ca o físicamente, altamente polimerizadas. Difieren
como sustratos de las naturales; poseen en general
menor peso molecular, mayor solubilidad, con lo que
aumenta su biodegradación: los lignosulfonatos se ob-
tienen por tratamientos con soluciones ácidas de
NaHSO

3
, las álcali ligninas son el resultado de la

extracción con soda y sulfuro de sodio, las fenol ligni-
nas o etanol ligninas aluden al procedimiento de extrac-
ción, contienen una variedad de compuestos orgánicos
(azúcares, polisacáridos, aldehidos, etc.) y pueden va-
riar considerablemente en estructura física.

Los trabajos que estudian la degradación de la lignina
emplean estos preparados, dada la imposibilidad de ob-
tener la protolignina en estado inalterado (en solución
acuosa y en autoclave a 100ºC se logró solubilizar sólo
un 10% en 50 días).

� los modelos de lignina, compuestos aromáticos solu-
bles en agua sintetizados a partir de derivados del alco-
hol cinamílico que poseen uniones intermonómeras pre-
sentes en la lignina natural.

Los residuos de industrias papeleras y de las que prepa-
ran pulpa para papel, las aguas servidas y los desechos
resultantes de una ganadería extensiva, presentan serios
problemas de polución por su alto contenido en lignina,
lignocelulosa, celulosa, de lenta biodegradación.

Estos productos deben ser descompuestos antes de su
deposición en gran escala en el ambiente: los ríos que
reciben afluentes de la industria del papel se colorean in-
tensamente y poseen grandes sedimentos de lignina (ca-
pítulo 21).

A diferencia de los otros biopolímeros, los estudios micro-
biológicos han avanzado poco por la complejidad de esta
molécula: en efecto la lignina constituye el producto natu-
ral más recalcitrante, es decir escasamente biodegrada-

ble por su alto PM y estructura tridimensional aromática,
que en algunos ambientes origina lignitos y carbón, las
principales formas de materia orgánica fosilizada.

Es también importante precursor de las moléculas húmi-

cas:  al incorporarla a un sílico-gel nutritivo, la lignina se
transforma espontáneamente por desecación en sustan-
cias pardas, del tipo del humus.

La lignina es considerada por algunos ecólogos microbia-
nos como un plástico natural ya que la polimerización
de los precursores no está mediatizada por enzimas y el
polímero posee muchos enlaces intermonómeros, que no
son directamente hidrolizables por enzimas. Se le consi-
dera como un producto de desecho que la célula deja
de eliminar y lo deposita en paredes secundarias y lámina
media de plantas superiores, como metabolito secun-

dario (no es esencial para el crecimiento, a pesar de be-
neficiar al organismo que lo posee). La lignina actuaría de
un modo similar a las envolturas protectoras de la piel, de
los vegetales y animales y quizá como las capas protec-
toras de las esporas.

Microflora ligninolítica
Entre los organismos estudiados, sólo los microorganis-

mos eucarióticos mostraron capacidad para degradar
completamente a la protolignina. La acción de los distin-
tos organismos en el proceso son variados. Los métodos
empleados para cuantificar la degradación incluyen estu-
dios con especies aisladas sobre ligninas específicamen-
te marcadas con C14 (en fracciones alquílicas, arílicas o
en los grupos metoxilo) y análisis químico y estructural de
maderas en decaimiento inoculadas y no inoculadas con
especies fúngicas de interés. La degradación de la celu-
losa es cerca de tres veces superior a la de la lignina.

Por la dificultad en la preparación de medios selectivos, el
aislamiento de especies responsables es muy dificultoso.
Incluso, una disminución en la concentración del sustrato,
no siempre es índice de degradación. La molécula puede
ser adsorbida a micelios o células microbianas, e incluso
la degradación puede enmascararse por la síntesis de
sustancias del tipo de la lignina por numerosos hongos.
Los estudios se realizan inoculando trozos de madera
esterilizados.
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A nivel mundial, el carbono se cicla a través de los 4 de-
pósitos principales de C: la atmósfera, los suelos, los océa-
nos y otros ambientes acuáticos, así como los sedimen-
tos y las rocas (cuadro 1).  El mayor depósito se encuen-
tra en los sedimentos y las rocas de la corteza terrestre,
pero el tiempo de renovación es demasiado largo, insigni-
ficante a escala humana.

Desde el punto de vista de los organismos, una gran can-
tidad de carbono se encuentra en las plantas terrestres
(fijación del CO

2
). Sin embargo hay más carbono en la

materia orgánica muerta (humus) que en los organismos
vivos. Las formas más rápidas de transferencia global del
carbono son por vía del CO

2
 de la atmósfera. Este consti-

9 Ciclo biológico del carbono

La figura 1 muestra las transformaciones que sufre este
elemento en ecosistemas terrestres.

Figura 1-  Ciclo biológico del carbono
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tuye un depósito muy importante, pero su tiempo de resi-
dencia es muy corto.

Cuadro 1- Flujos de carbono en ecosistemas
terrestres

X 10
9
 toneladas Total Flujo

Reservas globales 1.000 x 10
6

Carbonatos en corteza
terrestre ~8
# # Terrestre
Combustibles fósiles 5.000
Carbonatos del suelo 800
Materia orgánica del suelo 1.500
Plantas/animales 830
Fotosíntesis +120
Respiración -60
Pérdidas netas/vegetación -2
# # océanos
sedimentos 36.700
carbonatos 725
Balance atmosférico
Atmósfera 720 -2

Este ciclo no es muy complejo: la fotosíntesis y la quimio-
síntesis autótrofa y la respiración y/o fermentación son
los principales procesos en que están involucrados los
compuestos carbonados.

Carbono en suelos, agua y atmósfera

El contenido de carbono de los suelos varía, como es de

 ➤

bacterias oxidan-
tes del metano

CH4

 ➤
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Los organismos más activos son los hongos responsa-
bles de las podredumbres de la madera: blanca, parda

y blanda, que han sido muy estudiadas por sus conse-
cuencias en el deterioro de postes, vigas de madera. Son
sobre todo Basidiomycetes y algunos Ascomycetes.

Los hongos de la podredumbre blanca son los más acti-
vos degradadores de la lignina, pudiendo convertir la ma-
dera en CO

2
 y H

2
O. Degradan lignina y otros polisacári-

dos, con pérdida de peso rápida: Pleurotus ostreatus,

Phanerochaete chrisosporium, Polyporus anceps.

Los hongos de la podredumbre parda degradan extensi-
vamente polisacáridos y causan modificaciones químicas
limitadas de la lignina. Son incapaces de metabolizar ani-
llos aromáticos y son más eficientes en la degradación de
celulosa y hemicelulosas. Atacan cadenas laterales, de-
jando fenoles que se oxidan dando pigmentos marrones
o pardos. Estudios con Lenzites trabea demostraron que
la descomposición es sobre todo oxidativa y que la deme-
tilación de unidades fenólicas y no fenólicas de la madera
constituyen las principales reacciones degradativas. Otros
hongos activos: Poria cocos, Lentinus lepideus, Poria

monticola.

Los hongos de las podredumbres blandas degradan los
principales componentes de la madera. El material se
transforma en una masa oscura, desorganizada, con poca
pérdida de peso y la ligmina sufre alteraciones parciales.
Se comprobó con algunas especies, como Preussia fles-

hhkii y Chaetomium piluliferum, descomposición de anillos
marcados (3% a CO

2
 en 25 días) y demetoxilación signifi-

cativa. Son sobretodo Ascomycetes y Hongos Imperfectos.

El moho Fusarium solani crece sobre ligninas sintéticas y
las degrada. Es interesante examinar la capacidad de otros
hongos para degradar ligninas naturales o industriales.

Entre los organismos procarióticos, algunas bacterias han
sido referidas como ligninolíticas, sobre todo en cultivos
mixtos, en el suelo. Especies de Azotobacter son capa-
ces de degradar tanto los anillos como los grupos metoxi-
lo cuando crecen con compuestos aromáticos solubles,
aunque a velocidad menor que la actividad de poblacio-
nes mixtas de bacterias.

Algunos actinomicetes poseen capacidad de degradar lig-
nina, rompen enlaces ß-aril éter, presentes en ligninas
naturales, pero se requieren mayores conocimientos so-
bre los mecanismos de degradación de estos organismos.
Las bacterias atacan sobretodo las cadenas laterales ali-
fáticas.

El rol que juegan los animales en la descomposición de
la lignina no puede ser ignorado, aunque su principal acti-
vidad sea una disminución del peso molecular como con-
secuencia de destrucción mecánica. Insectos, inverte-

brados y rumiantes contribuyen a la despolimerización
física de la lignina e incrementan la digestibilidad de la
lignocelulosa, atacada por los microorganismos asocia-
dos a sus tractos gastrointestinales (anaerobiosis).

Sólo los microorganismos eucariotas son capaces de

degradar completamente este polímero.

En resumen: son sobre todo los hongos imperfectos y los
basidiomicetes, los organismos más activos en la degrada-
ción de ligninas naturales. Algunas bacterias, incluidos los
actinomicetes demostraron habilidad para atacar ligninas
sintéticas marcadas (cadenas laterales). Las interaccio-

nes microbianas estimulan frecuentemente la degradación
y el proceso es realizado por poblaciones complejas.

Degradación
La mayoría de los estudios se realizaron con cultivos de
hongos de la podredumbre blanca, por su reconocida
habilidad de degradar completamente a este polímero. Los
trabajos no son sencillos; se emplearon ligninas libres de
otros compuestos carbonados, como madera molida, o
ligninas sintéticas marcadas. En Phanerochaete chrysos-

porium, uno de los hongos mejor estudiados, se encontró
que éste no crece con lignina sola y requiere un sustrato
metabolizable, como celulosa o glucosa. Incluso en la
naturaleza, la presencia de celulosa estimula la actividad
ligninolítica de este hongo en mayor grado que el succi-
nato o glicerol. P. chrysosporium prefiere pH ácidos:
4,0-4,5, temperaturas óptimas relativamente altas, las
fuentes de nitrógeno pueden ser amonio, nitratos o ami-
noácidos, pero altas concentraciones en medio de cultivo
inhiben la degradación de la lignina y se requieren altas
presiones parciales de O

2
.
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Preguntas de repaso

1) Concepto general de ecología microbiana.
2) Señale dos ecosistemas diferentes por su tamaño y di-

versidad biológica, analice las fuentes de energía y de
nutrientes y las poblaciones microbianas dominantes.

3) ¿Por qué la población microbiana del suelo es tan di-
versa en composición?

4) Señale ejemplos de poblaciones autóctonas y zimóge-
nas en una campo con pradera natural y en otro suelo
que recibe residuos de cosechas.

5) Analice las causas de las diferencias de las velocida-
des de crecimiento de un microorganismo (celulolítico)
en el suelo y en medio de cultivo.

6) Analice y de ejemplos de interacciones biológicas en
el ecosistema suelo-planta-microorganismos.

7) ¿Qué fracción del suelo está en directa relación con la
actividad biológica y por qué?

8) Señale técnicas de estudio a aplicar para incluir a aque-
llos microorganismos “no cultivables”.

9) En caso de la actividad respiratoria, ¿cómo evaluaría
las actividades reales y las potenciales?

10) Biomasa microbiana: concepto y explique el funda-
mento de dos técnicas a aplicar para su evaluación.

11) Indique alguna técnica que permita determinar la es-
tructura de una comunidad microbiana basada en el
análisis de sus ácidos nucleicos.

12) Ejemplos de procesos oxidativos en los ciclos bio-
geoquímicos y sus consecuencias ecológicas.

13) Idem con los procesos reductivos.
14) ¿Qué procesos ocurren prácticamente en todas las

condiciones ambientales compatibles con la vida? Con-
secuencias en el ecosistema.

15) Indique procesos de solubilización y de precipitación
de elementos realizados por los microorganismos y sus
consecuencias en la nutrición vegetal.
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La figura 9 presenta las relaciones entre el crecimiento, el
agotamiento en las fuentes de nitrógeno y la actividad lig-
ninolítica de P. chrysosporium. El sistema ligninolítico de
este hongo es: i) constitutivo, ii) se expresa sólo en el
metabolismo secundario, iii) es afectado por limitaciones
en carbono, sulfato y nitrógeno, iv) es marcadamente afec-
tado por la concentración de oxígeno, la degradación de
la lignina fue 2-3 veces superior a 100% de O

2
 que en el

aire (21%), lo que corrobora la creencia de que la degra-
dación es un proceso oxidativo.

energía al microorganismo, suficiente para sobrevivir, pero
no para crecer. Esto explica la ausencia de un mecanis-
mo enzimático específico para la despolimerización de la
lignina. Se piensa que también intervienen  procesos de-
gradativos de naturaleza química. El nivel de enzimas que
participan es bajo y algunos autores comparan el proceso
con una erosión del polímero mediatizada por enzimas:

� oxigenasas, que rompen anillos aromáticos, fenol oxi-
dasas, incluyendo lacasas, tirosinasas y peroxidasas.
La formación de radicales libres por acción de fenol oxi-
dasas pueden ocasionar ruptura de enlaces entre ani-
llos aromáticos y la cadena lateral con propano.

� celobiosa: quinona oxidorreductasa, activa en la de-
gradación de celulosa y lignina por hongos de la podre-
dumbre blanca.

No se conoce bien la naturaleza de las enzimas que son
activas en los enlaces C-C y C=O, que contribuyen a la
despolimerización.

Como resumen analizaremos la figura 10 donde se mues-
tra las relaciones del complejo lignocelulosa en el ciclo
del carbono. En efecto, la mayoría del carbono orgánico
de la tierra está en forma de compuestos lignocelulósi-
cos, sintetizados a partir del CO

2
 y en productos de su

degradación (humus, turba, lignitos y carbón), lentamen-
te mineralizada en la naturaleza ya que la lignina, compa-
rada a un material plástico, aunque de naturaleza biológi-
ca, actúa como efectiva barrera que impide la degrada-
ción de los otros componentes.

En ambientes aeróbicos, el polímero de lignina es erosio-
nado biológicamente por enzimas microbianas no espe-
cíficas a productos más simples y CO

2
 o sufre una com-

plexación con otros constituyentes para formar humus.

� En ambientes anaeróbicos, la lignina y el humus son
productos difíciles de degradar (recalcitrantes), se acu-
mulan y contribuyen a la formación de turbas, lignitos y
carbón. La madera, producto de la fotosíntesis en bos-
ques, posee tiempos de renovación tan largos como 35-
45 años, ya que contiene un 25% en peso de lignina,
que limita su biodegradación.

Como se observa, la lignina es descompuesta en la fase
estacionaria (crecimiento nulo), en presencia de un co-
sustrato, pero en ausencia de fuentes de nitrógeno (la
adición de amonio retarda la aparición de la actividad lig-
ninolítica).

El agotamiento de las fuentes de nitrógeno inicia un se-
gundo metabolismo en el hongo asociado a la degrada-
ción de la lignina. Se entiende por metabolismo prima-

rio el que está directamente acoplado a actividades del
crecimiento, mientras que los denominados secundarios

(cometabolismo) están asociados a la sobrevivencia.

Se ejemplifica muy bien el rol de la actividad ligninolítica
con una expresión que dice: los hongos degradan ligni-

na para alimentarse de la celulosa de la madera. Se
piensa que la degradación de la lignina brinda muy poca

Figura 9- Agotamiento de nutrientes, crecimiento
y degradación de la lignina por el hongo
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el caso del fósforo. Por el contrario, la precipitación elimina
de la solución del suelo  nutrientes de las plantas, como el
caso del hierro. Son también procesos físico-químicos pero
involucran pasos previos de acción microbiológica.

Solubilización
(s)

Sustancias insolubles Sustancias solubles

Precipitación
(p)

Estas reacciones se observan en el caso de compuestos
con P,  Fe,  etc.

                      H+ (ácidos de origen biológico)
P insoluble P soluble (PO

4
 H)Ca y (PO

4
H

2
)
2
 Ca

(PO
4
)

2
 Ca

3

hidroxiapatita, etc.
polvo de huesos, etc.

Fe++ + O
2

Fe(OH)
3
 (hidróxido férrico, puede

soluble   obstruir  cañerías)
disponible insoluble

La metodología empleada en el estudio de estos proce-
sos se resume en el cuadro 5 y lo detalles de las técnicas
se encuentran en el Anexo práctico.

El  cuadro 10 resume las formas orgánicas bajo la cual se
presentan sustancias con C, N, S.  Los cuadros 11 y 12 mues-
tran procesos de oxidación y de reducción involucrados en
transformaciones de estos tres principales elementos.

Cuadro 10- Formas orgánicas del C, N y S
en el suelo

Carbono

~  20% polisacáridos ~ 75%  humus
~    5% amino azúcares, amino ácidos

Nitrógeno

~   40% humus ~ 35% amino ácidos
~   7% amino azúcares ~ 18% N aromático

 Azufre

~ 45% S-amino ácidos (cistina, metionina)
SO4

=
orgánicos adenosina, proteínas-S-Fe  (N2asa),

  Cuadro 11- Procesos de oxidación en los ciclos
del C, N y S

� Primariamente por bacterias autótrofas
<> Metilobacter: metano bicarbonato
<> Nitrosomonas: amonio nitrito
<> Nitrobacter: nitrito nitrato
<> Thiobacillus: S o tiosulfato sulfato
<>  Chromatium: sulfuro Sº

� Bacterias aeróbicas/desnitrificantes, fototrofos
� Algunas pueden cometabolizar sustratos sin

obtener energía (Beggiatoa)

Cuadro 12-  Procesos reductivos en los ciclos
del C, N, S

Ocurren tanto en condiciones aerobias como anaerobias
Procesos asimilativos: los  productos son usados por la célu-
la: heterótrofos

� reducción de los NO
3

–
amonio N-aa

� reducción del CO
2

compuestos orgánicos
� reducción de los sulfatos H

2
S S-aa

Procesos desasimilativos

Ocurren en condiciones anaerobias, compuestos de C, N y S
actúan como aceptores de e- en respiraciones:

� desnitrificación: NO
3

–
N

2
    gas Pseudomonas

� metanogénesis: CO
2

CH
4  

   ”  Methanobacterium

� sulfato reducción: SO
4

= H
2
S   ”  Desulfovibrio,

 Desulfotomaculum
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Los taninos

Son compuestos muy abundantes en ciertas plantas, so-
bre todo en las coníferas. Son moléculas de gran tamaño
con múltiples funciones fenoles que les permiten formar
complejos estables con proteínas, celulosa, etcétera.

Los taninos pueden ser:

� solubles en agua: poseen molécula glucídica con fun-
ciones alcohólicas esterificadas por ácido gálico o sus
derivados; son hidrolizables química o enzimáticamen-
te por tanasas

� condensados: son moléculas de alto peso molecular,
insolubles en agua, algunos resisten la hidrólisis ácida
y recuerdan a los flavonoides que se polimerizan para
dar pigmentos pardos.

Un alto nivel de taninos en el suelo puede disminuir la de-
gradación de moléculas orgánicas, sea por toxicidad direc-
ta sobre la microflora activa o por la inactivación de enzi-
mas o formación de complejos resistentes con el sustrato.

Su degradación es obra sobre todo de los hongos y los
mecanismos enzimáticos no han sido del todo dilucidados.

Constituyentes hidrófobos

Numerosas sustancias de carácter lipídico llegan al suelo
con los restos vegetales y animales: ceras, grasas, cuti-

na. En su conjunto se extraen con mezclas de alcohol-
benceno, representan un escaso porcentaje de la materia

seca de vegetales (1-2%) pero son más abundantes en
ciertos microorganismos (10%).

Las grasas son ésteres complejos de ácidos grasos y
glicerol, mientras que las ceras constituyen ésteres con
alcoholes superiores. Aparecen rápidamente en el suelo
los ácidos y alcoholes por acción de esterasas (lipasas)
de una variedad de microorganismos, sobre todo bacte-
rias. Los productos de la degradación son empleados como
fuentes de nutrientes y energía por los microorganismos,
pero muchos de los ácidos grasos son incorporados como
lípidos de reserva (ácido poli β-OH-butítico).

Más información se posee en la degradación de los lípi-
dos de la superficie vegetal, como la cutina, que es se-
cretada a partir de células epidérmicas oxidándose por el
O

2
 atmosférico. Puede recubrirse con ceras. También pue-

de formarse sobre la lámina media péctica o estar mez-
clada con la celulosa, protegiendo a esas sustancias de
la biodegradación.

La composición química de la cutina no se conoce acerta-
damente, se sabe que la molécula contiene 16-18 ácidos
grasos unidos por enlaces éster y puentes de O.

Se reconocen dos enzimas: la cutin-esterasa que ataca
los ésteres y la carboxicutina peroxidasa, que rompe
los puentes de oxígeno. Levaduras y hongos son activos
degradadores en la filosfera, pero bacterias, incluídos los
actinomicetes también participan.

Los hidrocarburos

La síntesis de sustancias hidrocarbonadas y su degrada-
ción en el suelo son etapas importantes del ciclo del car-
bono. Muchos pesticidas están formados por hidrocarbu-
ros modificados y de su biodegradación depende la dura-
ción de su acción biocida. Detergentes sintéticos poseen
también esta estructura molecular.

La formación de metano (CH
4
) en los suelos es frecuente

en la descomposición anaerobia de rastrojos en donde se
produce abundante cantidad de H

2
 empleado por las me-

tanobacterias como fuente de energía:

turba
lignito
carbono

aerobio
anaerobio

CO
2

CH
4

humus   lignina  -celulosa

CO
2

CH
4

interfase
suelo-sedimento

Figura 10- Complejo lignocelulósico y sus transformaciones
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CO
2
 +  4H

2
          CH

4
 +  2H

2
O

Los ácidos orgánicos simples acumulados en estos am-
bientes anaeróbicos son empleados también por las me-
tanobacterias. La biosíntesis de metano está limitada a
un grupo especializado de bacterias anaerobias que ha-
bitan suelos inundados, pantanos, abonos en fermenta-
ción, sedimentos marinos y tracto intestinal de animales
superiores. Son difíciles de aislar en cultivo puro y la pro-
ducción de CH

4
 es muy activa en poblaciones mixtas.

Methanobacterium, Methanosarcina y Methanococcus,
son los principales géneros encontrados en el suelo y ac-
túan al final de una cadena trófica (capítulo 21).

Otro hidrocarburo simple encontrado en ecosistemas na-
turales es el etileno, liberado por numerosas especies de
hongos, bacterias esporuladas y actinomicetes. A bajas
concentraciones actúa como una fitohormona: produce
elongación de raíces y desarrollo de raíces laterales.

Otros hidrocarburos volátiles: etano, propano, propile-
no, son formados en atmósferas anaerobias, a partir de
miembros de la microflora del suelo. Los de mayor impor-
tancia son el metano y el etileno.

Hidrocarburos de alto peso molecular
Son formados por bacterias, algas y esporas fúngicas, o
llegan a los ecosistemas naturales con el petróleo, para-

finas y sus derivados. Los solventes de muchos pestici-
das tienen estructura de hidrocarburos y llegan al suelo o
aguas donde deben ser degradados.

Los compuestos de cadena alifática son atacados por
una variada micropoblación muy extendida en los sue-
los: se informaron densidades de 105/g suelo cuando se
emplea parafina como sustrato. La velocidad de la de-
gradación está relacionada con la longitud de la cadena
y al grado de ramificación de la molécula. Muchos mi-
croorganismos degradan hidrocarburos alifáticos pero no
los pueden usar como fuentes de carbono. Este fenó-
meno conocido como cometabolismo implica que las
células deben metabolizar una segunda fuente orgáni-
ca. Los productos de la descomposición del hidrocarbu-
ro, al no ser asimilados, quedan en el medio: alcoholes,
aldehidos, ácidos grasos. El ácido acético se origina

desde un extremo de la cadena por β-oxidación. Pue-
den acumularse también cetonas.

Los hidrocarburos aromáticos benceno, tolueno, xileno

y sus derivados son atacados por numerosos microorga-
nismos del suelo. La ausencia de toxicidad en un ambien-
te dado indica que los organismos heterótrofos están ac-
tuando como agentes desintoxicantes. La evolución del
CO

2
 o la consumición del O

2
  verifica  estos hechos en

ensayos de laboratorio.

Una microflora más especializada descompone molécu-
las como fenol, naftaleno, antraceno, con 1, 2 y 3 ani-
llos bencénicos. Son sobre todo bacterias típicas y acti-
nomicetes. Los organismos filamentosos son importantes
en la degradación de constituyentes aromáticos deriva-
dos del humus. El O

2
 es fundamental en los procesos de

apertura del anillo.

Las primeras etapas del metabolismo comprenden la re-
moción de cadenas laterales y la introducción de grupos -
OH. Los grupos metilo se convierten en carboxilo antes
de la apertura del anillo.

Biosólidos y restos animales

La aplicación residuos animales al suelo es de práctica fre-
cuente y su degradación está asegurada por la actividad
biológica del mismo, pero la acumulación de grandes canti-
dades de ellos puede generar problemas en relación a:

� exceso de nitrógeno y riesgo de contaminación de aguas
superficiales y subterráneas con nitratos, sobreviven-
cia y transporte de patógenos microbianos

� excesiva cantidad de fósforo que acompaña a muchos
abonos y biosólidos (restos industriales y municipales)
con riesgo de eutrofización de aguas

� materiales tóxicos (metales pesados y sustancias xe-
nobióticas) pueden inhibir la degradación de los restos
carbonados.

Es necesario regular la incorporación al suelo de
estos restos y/o aconsejar un compostaje previo
(capítulo 21).

 ➤
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Inhibidores de la nitrificación
Para disminuir pérdidas de nitrógeno por lavado o desni-
trificación en suelos sin cubierta vegetal importante o que
sufre frecuentes períodos de anegamiento, se han desa-
rrollado investigaciones tendientes a inhibir la nitrificación.

Es sabido que:
� los herbicidas e insecticidas empleados en dosis nor-

males no afectan al proceso
� los fungicidas y fumigantes ejercen gran acción como

inhibidores de la nitrificación, aun en dosis normales
� otras sustancias son empleadas como el 2 Cl 6

(tri Cl metil) piridina, conocido comercialmente como
N-serve; 2-amino-4 Cl-6 metilpiridina (AM); dicianodia-
mida; tiourea; 2-sulfanilamidotiazol (ST); los tiazoles;
triazinas; isocianatos, etc. El N-serve es uno de los más
frecuentemente empleados que inhibe a los autótrofos
pero no a los nitrificantes heterótrofos y se usa mucho
en áreas arroceras sometidas a alternancias de secado
e inundación.

El inhibidor es degradado con el tiempo y la nitrificación
recomienza, con el activo desarrollo del vegetal. El éxito
del método está vinculado a la velocidad a la que la mi-
croflora degrada al inhibidor.

Ciclo interno del nitrógeno (mineralización-
inmovilización). Biomasa microbiana

El nitrógeno mineral es asimilado por los microorganis-
mos y pasa a formar parte de combinaciones orgánicas
en las células. Como deja de estar por un tiempo disponi-
ble para los vegetales, se dice que ha sido inmovilizado.

Este bloqueo del N mineral es transitorio, ya que las mo-
léculas orgánicas son liberadas al ecosistema por proce-
sos de excreción o a la muerte celular, donde son rápida-
mente mineralizadas.

La biomasa microbiana producida representa una inmo-
vilización temporaria de energía, carbono y elementos

minerales, los que van siendo gradualmente liberados para
los vegetales.

A las transformaciones cíclicas de mineralización-inmovi-
lización que ocurren simultáneamente se les agrupa en el
llamado ciclo interno del nitrógeno, ya que ocurren en
el interior de los microorganismos, mientras que  las trans-
formaciones que ocurren con la participación de los vege-
tales, la atmósfera, etc. se agrupan en el ciclo externo o

ciclo biogeoquímico. La figura 5 presenta un esquema
de las transformaciones de los nutrientes en ecosistemas
terrestres.

� Mineralización bruta o real: es la cantidad total de ni-
trógeno mineral producido. Se puede evaluar también
la amonificación y/o nitrificación bruta. Estos iones no
constituyen productos finales estables y pueden seguir
múltiples vías en el suelo (cuadro 7) y resulta difícil eva-
luar estos procesos si no se emplean elementos mar-
cados (N15).

� Mineralización neta: se evalúan las cantidades pre-
sentes en el ecosistema en el momento del análisis que
resultan de la diferencia entre lo producido (mineraliza-
ción bruta) y aquellos procesos que se detallan en el
cuadro 7. Globalmente, se puede representar el N mi-
neral evaluado como:

N mineral evaluado =N total producido -(Ni + Na + Nv +Nd +Nl + ...)

donde: Ni = inmovilizado; a = lavado; v = volatilizado;
f =  fijado; d= denitrificado;  l = lavado

El N mineral disponible para los vegetales en un mo-
mento dado depende de la magnitud relativa de proce-
sos simultáneos y opuestos: la mineralización y la in-

movilización. La competencia entre vegetales y micro-
organismos por el N mineral es importante cuando és-
tos disponen de abundante sustrato energético. La ma-
yor parte es entonces  incorporado al ciclo interno (bio-

masa) ya que los microorganismos son activos compe-
tidores de las plantas.
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Humus

La materia orgánica fresca desaparece rápidamente en
ambientes naturales. El siguiente esquema muestra las
posibles vías metabólicas en el suelo (figura 11).

El humus está constituido por mezcla de sustancias amor-
fas, que es originado de la fitomasa parcialmente descom-
puesta y de la síntesis microbiana. Son moléculas elásti-
cas, de carácter ácido, de alto peso molecular y naturale-
za coloidal, de gran superficie interna y externa, origina-
das por la acción de procesos físico-químicos y biológi-
cos a expensas de productos de la degradación de la
materia orgánica.

Su lenta mineralización (1-2% al año) hace de estas sus-
tancias el verdadero reservorio de nutrientes del suelo,
liberándose lentamente los iones minerales aprovecha-
bles por los vegetales.

El contenido y calidad de estas sustancias está en rela-
ción directa con la fertilidad del suelo por sus propiedades
y es inclusive empleado en formulaciones comerciales de
los llamados “bioestimulantes orgánicos” (cuadro 14).

Caracterización de las sustancias húmicas
La naturaleza de estas sustancias varía con los suelos, el
clima, la cubierta vegetal, las prácticas agrícolas. La ex-
tracción del humus sin provocar alteraciones resulta muy
difícil. Algunos autores emplean solventes de alta densi-
dad (bromoformo-benceno de densidad 2) para separar
la materia orgánica poco transformada y más liviana, del
humus y la fracción mineral, que decantan. Los compues-
tos húmicos se extraen con soluciones alcalinas, aunque
se corre el riesgo de extraer también el humus libre que
puede condensarse (neoformación). Otros solventes em-
pleados incluyen oxalato de amonio, FNa, pirofosfato de
sodio.

Por hidrólisis ácida se liberan aminoácidos, azúcares,
aminoazúcares y una fracción permanece no hidrolizable,
con núcleos parecidos a los de la lignina, sólo degrada-
dos por tratamientos muy drásticos como pirólisis ácida o
alcalina, fusión alcalina, H

2
O

2
 en caliente, etc.

Los análisis elementales indican en promedio:

45-65% en carbono, 30-40% en oxígeno, gran abundan-
cia de grupos metoxilo (-OCH

3
), fenoles (-OH), carboxilo

(-COOH), poco nitrógeno (para algunos autores se trata-
ría de impurezas) y S, P, Fe, etc.

Esta composición elemental se parece a la de la turba,
pero el origen y la actividad difieren mucho.

Cuadro 14- Principales efectos del humus en
el suelo y las plantas

� mejora condiciones físicas, como agregación,
aireación, retención de agua, intercambio calóri-
co y permeabilidad del suelo

� aumenta la superficie espécifica, la CIC o el efecto
tampón actúa como agente de complexación, que-
lación y retención de nutrientes y xenobióticos

� ejerce efectos fisiológicos, como permeabildiad de
membranas, absorción de nutrientes, actividad en-
zimática y fotosíntesis

� ejerce acción protectora y actúa como fuente de
nutrientes para los microorganismos

� actúa como reservorio de N, P, S, micronutrien-
tes

Se distinguen varias fracciones:

� los ácidos fúlvicos que quedan dispersos o disueltos
luego de acidificar el extracto alcalino con HCl o H

2
SO

4

� los ácidos húmicos, extraíbles en álcali pero que preci-
pitan a pH 2,5 y dan una fracción soluble en etanol

� los ácidos himatomelánicos

mineralización rápida
restos vegetales

síntesis de complejos
húmicos coloidales

humificación
mineralización lenta

N2 atmosférico

reorganizaciónestructuras
aún organizadas

CO2, NH3, SO4

=

PO4

-3
, Fe

++

Figura 11-  Degradación y humificación de restos vegetales
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Oxígeno: es un requerimiento obligado en el proceso. La
estructura del suelo tiene gran efecto: la nitrificación es
inversamente proporcional al tamaño de los agregados.

Humedad: es otro de los factores que afectan profunda-
mente a la nitrificación autótrofa ya que regula el nivel de
oxigenación del suelo. La formación de nitratos cesa cuan-
do el nivel de humedad es inferior al punto de marchita-
miento permanente, mientras que la amonificación es aún
activa. La figura 4 presenta la nitrificación en suelo franco
limoso con 500 mg/kg de N-NH

4
+ como fosfato diamónico

y sometido a diversas tensiones de succión desde 0
(saturado) hasta 15 barias e incubado a 21ºC. En gene-
ral, se podría aceptar la siguiente escala de tensiones de
humedad para una máxima acumulación de nitrato:

0,1 > 0,33 > 1 > 5 > 15 > 50 > 0 barias

ques de coníferas, ricos en sustancias fenólicas. La inten-
sa inmovilización de formas minerales del nitrógeno por
microorganismos heterótrofos explica también la dismi-
nución de nitratos en rizosferas. Se evitan así pérdidas
por lavado o desnitrificación de los nitratos formados, en
ambientes de baja tensión de O

2
.

Estación del año: el efecto de la estación está condicio-
nado por la interacción de numerosos factores como la
disponibilidad de nutrientes, la temperatura, la humedad,
la aireación, etc. No puede predecirse en que épocas del
año el nivel de nitratos será mayor. En general, en la re-
gión templada la producción de nitratos es más activa en
primavera y otoño, más lenta en verano e invierno. Pero
las fluctuaciones de temperatura y humedad y las prácti-
cas culturales pueden alterar este comportamiento.

En resumen: la nitrificación autótrofa es rápida en suelos
húmedos y aireados, bien drenados y de buena estructu-
ra, lenta en suelos pesados. El óptimo de humedad varía
considerablemente con los suelos, se citan óptimos entre
1/2 y 2/3 de la capacidad de campo (cuadro 6).

Cuadro 6- Factores que afectan a la nitrificación
en suelos

� Contenido de agua: la estimula hasta un 60% de
CC, luego se limita

� La fertilización con amonio o abonos orgánicos
la favorecen (alto nivel de NH

4
)

� Humedad y temperatura: suelos húmedos y fríos
limitan el proceso y las pérdidas de  N se pueden
limitar fertilizando en otoño

� Población nitrificante: para oxidar 1 mg N/kg sue-
lo/día se necesitan 300.000 organismos. Suelos
con bajo N pueden contener 1.10

4
 nitrificantes/g.

� El pH: favorable en el entorno del neutro (micro-
ambientes)

El rehumedecimiento de suelos secos estimula la nitrifi-
cación. Se explica este hecho por la acción de enzimas
liberadas por células muertas en la desecación, que per-
manecerían adsorbidas a la fracción organo-mineral del
suelo que se sumarían a las presentes en las células vi-
vas. La temperatura favorece el proceso.

0,1

0,33

1

5

15

saturado

300

200

100

0

N-NO
3

–

mg/kg

0 5 10 15 20 días

Temperatura: la temperatura óptima tanto en el suelo
como en medios de cultivo se ubica entre 28 y 36ºC, aun-
que pueden aparecer nitratos por encima de 40ºC por
acción de cepas adaptadas. Varios autores determinaron
que aún a temperaturas tan bajas como 2ºC la nitrifica-
ción puede alcanzar valores considerables si el amonio y
la densidad de microorganismos nitrificantes no son limi-
tantes.

Efecto rizosférico: la atmósfera en la vecindad de las
raíces es más pobre en O

2
 y más rica en CO

2
 que la at-

mósfera sobre el suelo, debido a la actividad respiratoria
de la mayoría de los heterótrofos. La nitrificación, por lo
tanto, será menor. Se cita también la inhibición de algu-
nos cultivos sobre este proceso, sobre todo de los bos-

Figura 4- Nitrificación a diferentes tensiones
de humedad (barias)
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 Los ácidos húmicos pardos están poco polimerizados y
débilmente ligados a la fracción mineral, los ácidos húmi-
cos grises son muy polimerizados y están ligados a los
himatomelánicos.

� la humina residuo insoluble en ácidos y bases, materia
orgánica muy evolucionada y difícil de separar de la ma-
teria orgánica fresca: una fracción es soluble en HCl
5N; el resto se une a arcillas, por lo que se requiere el
empleo de HF para su extracción.

En las sustancias húmicas más condensadas predomina-
rían los núcleos, con iso o heterociclos, como derivados
del benceno, antraceno, furano, piridina, que pueden con-
densarse por puentes alifáticos, oxígeno, nitrógeno o por
unión directa entre anillos. Estos enlaces le dan a la mo-
lécula gran estabilidad química y biológica.

El nitrógeno de las cadenas laterales representa un 30–
35% del total, es fácilmente hidrolizable y es de origen
proteíco, el resto de N del humus estaría condensado como
pirrol, indol,etc. o bien formaría puentes entre bencenos y
es más resistente a la degradación.

Precursores del humus y proceso de humifica-
ción
Varias hipótesis tratan de explicar los procesos que
conducen a la formación de estas macromoléculas:

Las sustancias rápidamente degradables como la ce-
lulosa, hidratos de carbono simples, juegan un impor-
tante rol en la formación del humus. Luego de 7 días
en el suelo, un 70-75% del C14 de la glucosa se locali-
zó en fracciones húmicas, mientras que el C14 de ace-
tato se distribuyó luego de 6-9 horas en la humina, áci-
dos fúlvicos y húmicos, en forma similar al carbono de
la paja.

La lignina se reconoce como precursora del humus que
se condensa con materiales proteícos de origen micro-
biano. Su participación ha sido señalada en numerosos
trabajos: un 34% de la radioactividad de los ácidos húmi-
cos se originó en la lignina, mientras que sólo un 6% lo
hizo a partir de la celulosa.

El carbono de células microbianas contribuye a la frac-
ción más simple del humus, los aminoácidos.

La figura 12 (Allison, 1973) presenta un esquema de for-
mación de moléculas húmicas. En los últimos 50 años
se han realizado numerosos estudios sobre la síntesis
de la fracción orgánica del suelo. En el laboratorio una
serie de reacciones condujeron a distintos tipos de hu-
mus artificial. Los microorganismos se consideran inter-
mediarios en estos procesos; los restos de sus células y
sus productos metabólicos constituyen etapas en una
serie de reacciones. Los pigmentos microbianos como
las melaninas son muy estables a la degradación, son
parcialmente solubles en soda y se extraen en la frac-
ción humus.

En el suelo los procesos son más lentos que en el labora-
torio, pero las reacciones se aceleran por:

� la gran actividad superficial de las partículas (catálisis
inorgánica)

� los sinergismos microbianos que posibilitan la forma-
ción de los mismos productos finales.

La estabilidad del humus es muy grande. En turbas con-
geladas de Alaska se estimó la edad de estas moléculas
entre 1.775 +/- 110 y 11.005 +/-350 años (a 1 m de
profundidad). A los 2 metros esta edad podría llegar a
25.300+/-300 años. En suelos templados esta edad es
menor como consecuencia del mayor reciclamiento de la
materia orgánica.

En resumen, se piensa que el humus es el producto de
neosíntesis a partir de compuestos más o menos solubles
originados en la descomposición de la materia orgánica fres-
ca, mediante la combinación de procesos biológicos y físi-
co-químicos, durante un largo período de tiempo.

La adición de materia orgánica al suelo puede provocar
estimulación de la descomposición de la materia orgáni-
ca nativa. Este fenómeno se refiere como efecto reno-

vador (priming effect) y fue observado luego del enri-
quecimiento del suelo con materia orgánica simple o res-
tos vegetales.
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Ecología
Se analizarán aspectos ecológicos de la nitrificación autótro-
fa por su importancia cuantitativa y por el hecho de estar más
afectada por las condiciones del medio. La gran similitud fi-
siológica de las especies actuantes explica en parte la sensi-
bilidad a condiciones del ambiente: el proceso puede no ocu-
rrir o ser extremadamente lento en suelos anegados, de pH
muy bajo, o bajo temperaturas muy altas. Como la amonifi-
cación es un proceso menos específico, en el suelo se acu-
mulará amonio.

Analizaremos el efecto de los principales factores:
Nivel de nutrientes: el sustrato energético puede ser el
factor limitante: amonio o nitrito. Nitrosomonas general-
mente oxida 35 unidades de nitrógeno y Nitrobacter unas
100 unidades de nitrógeno por cada C-CO

2
 asimilado.

La producción de nitratos es proporcional al amonio dis-
ponible. El carbono no es una limitante ya que lo toman
del CO

2
, carbonatos, bicarbonatos. El nitrito puede acu-

mularse cuando se inhibe la actividad de los oxidantes
del nitrito, como ocurre luego de aplicar altas dosis de
urea, amoníaco anhidro o sales de amonio, a pH alto.
La autoecología de estos grupos nos explica ya esta inhi-
bición (cuadro 5).

Se observa que el primer paso de la oxidación es más
versátil. Condiciones adversas de pH, temperatura o do-
sis altas de fertilizantes amoniacales, conducen a la acu-
mulación de nitritos, tóxicos para los vegetales y la mayo-
ría de los microorganismos.

Cuadro 5- Autoecología de Nitrosomonas

y Nitrobacter

pH Temperatura N- amoniacal

Nitrosomonas tolera pH aun activo tolera altas dosis
altos y bajos a bajas

temperatura

Nitrobacter inhibido a pH: inactivo inhibido a altas
dosis

superiores a 9,0 sobre 40º e
inferiores a 5,0 inferior a 5ºC

Muchos suelos fijan grandes cantidades de amonio en los
coloides. El potasio, catión que también es fijado, interfie-
re en la nitrificación del amonio atrapado entre las hojue-

las de las arcillas. A medida que se incrementa el nivel de
potasio agregado, disminuye la nitrificación del amonio fi-
jado.  Los nutrientes que afectan a la amonificación, como
el nivel y calidad de la materia orgánica, afectan indirecta-
mente a la nitrificación.

pH:  existe alta correlación entre la nitrificación y el pH del
suelo. En medios ácidos, la nitrificación está inhibida o es
muy lenta (debajo de pH 6,0). Mientras que el pH óptimo
de Nitrosomonas se ubica en el rango de 7 a 9 y aún más
alcalino, para Nitrobacter se sitúa en la neutralidad o lige-
ramente alcalino. La nitrificación a bajos pH se explica por:

� cepas adaptadas a pH ácidos
� el proceso se realiza en microhabitats donde el pH es

neutro a diferencia del resto del suelo.

La población nitrificante autótrofa es mayor en suelos neu-
tros o ligeramente alcalinos y el encalado favorece el pro-
ceso en suelos ácidos, que presentan una gran fase de
latencia (varios días) en la aparición de los nitratos (ejem-
plo de la incidencia favorable del hombre sobre un proce-
so microbiano).

La figura 3 esquematiza resultados de la percolación cíclica
de distintas sustancias a través de una columna de suelo.

� un aminoácido, que presenta una fase de latencia en
la aparición de los nitratos requerida para la amonifica-
ción previa

� la nitrificación de sales amoniacales presenta un pe-
ríodo de corta latencia correspondiente a su oxidación
a nitrito

� los nitritos son inmediatamente oxidados

Figura 3-  Nitrificación de varios sustratos
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log N-NO
3

–
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Microbiología de la humificación
Los microorganismos participan en la formación de mo-
léculas húmicas, catalizando distintas reacciones bioquí-
micas. Algunos autores discuten si su rol es directo o
indirecto y una de las preguntas es cómo se concilia la
rápida mineralización de las sustancias vegetales con
su humificación.

Hipótesis:

� se postula la humificación de los restos que quedan en
microporos donde no llegan las bacterias, pero sí sus
enzimas, aunque no se puede olvidar la adsorción que
pueden sufrir las enzimas en su camino hacia el sustrato.

� las moléculas son rápidamente policondensadas o poli-
merizadas a partir de radicales libres formados por la
acción enzimática a altas concentraciones de sustan-
cias monoméricas, cuando los organismos capaces de
atacarlos están ausentes. Se puede seguir la humifica-
ción de hojas al microscopio.

� se sostiene que la humificación comienza en los restos
inmediatamente luego de la muerte celular, cuando las
enzimas autolíticas están activas, pero la destrucción
aún no ha comenzado (condensación de aminoácidos
de la hidrólisis proteíca con quinonas y polifenoles).

Las sustancias pardas aparecen en las células antes que
los tejidos lignificados presenten alteraciones visibles.
Cuando las células se descomponen, estas sustancias se
liberan al suelo, pudiendo adsorberse a arcillas y prote-
gerse del ataque microbiano.

Rol de los microorganismos
Se señala la importancia de los microorganismos y de la fau-
na en los distintos procesos que conducen a la humificación:

� mineralización de materiales originales,
� formación de subunidades estructurales y su
� posterior condensación.

Especies de Penicillum, Aspergillus y Actimomyces en
medios con azúcares acumulan sustancias oscuras del
tipo del humus, con péptidos y polifenoles. Los tipos más
maduros se formarían a partir de estas moléculas por ac-
ción microbiana y procesos químicos y fisicoquímicos.

La condensación es estimulada por oxidasas producidas
por microorganismos del suelo o aguas o del tracto diges-
tivo de la fauna. La acumulación de pigmentos marrones
oscuros es evidenciada en bacterias como Pseudomonas

sp. en medio con extracto de levadura, glucosa y tirosina.
Sustancias fenólicas y quinonas se transforman en polí-
meros tipo humus en las mismas células bacterianas por
acción de fenoloxidasas. El espectro IR de las mismas
es similar a los de los ácidos húmicos sintéticos y se frac-
cionaron en ácidos húmicos y fúlvicos.

Tanto la biosíntesis como la biodegradación de moléculas
del tipo de las del humus ocurren simultáneamente por
acción de una variada micropoblación que pone en juego
un complejo y no bien identificado equipo enzimático.

Factores que afectan a la humificación
Entre los principales factores que afectan el proceso cita-
remos: vegetación, actividad biológica del suelo, clima,
tipos de suelos, actividad del hombre.

La vegetación: aporta materias primas y es fuente de
energía y nutrientes para los microorganismos. El cultivo
afecta el microclima del suelo, la estructura por acción de
las raíces y la atmósfera del suelo, por respiración de ór-
ganos subterráneos.

C/N de los restos: relaciones menores de 25/1 estimu-
lan rápida mineralización, limitando el potencial de hu-
mificación, relaciones altas conducen a acumulación de
humus libre.

hidratos de carbono sustancias aminadas lignina residuos no descompuestos

de restos vegetales
50-60% de la MS

1-3% 10-30%

celulosa
hemicelulosa
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aceites
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oxidación
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Figura 12- Esquema del proceso de humificación
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El poder reductor (NADH) se genera en estas bacterias
por transporte inverso de electrones en la cadena respira-
toria, con consumo de ATP ya que el potencial redox de
los pares amonio-nitrito y nitrito-nitrato no son suficiente-
mente negativos para reducir el NAD+ (capítulo 3).

Nitrificación heterótrofa
Los nitrificantes heterótrofos constituyen un grupo me-
nos especializado que requieren medios con sustratos
orgánicos con amonio o nitritos y pueden acumular nitri-
tos o nitratos cuando el crecimiento cesó. Los organis-
mos son bacterias, incluidos los actinomicetes, y hongos.
Aspergillus flavus es reconocido en la oxidación del amo-
nio hasta nitrato, a partir de nitropropionato con un equipo
enzimático especializado, con  nitrito intermediario:

    peroxidasa
3 nitropropionato     → NO

2
–  + CO

2
 + H

2
O

Energía: su principal fuente proviene de sustratos orgáni-
cos pero la energía liberada es escasa y no satisface los
requerimientos plásticos de los microorganismos (no está
acoplada a procesos de biosíntesis).

Sustratos: pueden ser amonio, nitrofenoles, oximas,

amidas, hidroxilamina, nitropropionato. Algunos de ellos
tienen carácter de factores de crecimiento, sobre todo los
ácidos hidroxámicos, involucrados en la toma de hierro, por
formación de quelatos (sideróforos). Otro grupo tiene ca-
rácter biocida como la actidiona, ácido aspergílico (lucha
biológica) y otros poseen carácter mutagénico como nitrito,
hidroxilamina y derivados nitrosos (Myrold, 1998).

El cuadro 4 resume datos sobre la nitrificación heterótro-
fa, comparándola con la autótrofa. Como se aprecia, la
velocidad del proceso autótrofo es 103-104 veces mayor
que el heterótrofo y la capacidad de formación de produc-
tos finales es del orden de 102 a 103 veces superior.

El rol de los nitrificantes heterótrofos en la provisión de
nitratos para los vegetales es controvertido. Si bien su efi-
ciencia es baja, su densidad puede ser alta en ciertas con-
diciones, acumulándose cantidades importantes de nitró-
geno mineral (suelos de bosque). Pueden además, ac-
tuar cuando los autótrofos no pueden sobrevivir: altas tem-
peraturas, bajo nivel de O

2
, pH ácidos.

Cuadro 4- Nitrificación autótrofa y heterótrofa

Organismo sustrato producto final velocidad concentración

µgN/día/g biomasa µgN/mL

Arthrobacter spp NH
4

+ 
 succinato hidroxilamina, 12 0,2

nitrito 375
nitrato 250

NH
4

+
   y  N-orgánico nitrito - 1,6

nitrato - 14,1
NH

4

+
 y acetato hidroxilamina 4.500 15,0

nitrito 9.000 18,0
nitrato 660 2,0
ác. hidroxámico 600 6,0
1-nitroetanol 300 10,0

Pseudomonas acetaldoxina nitrito 2.000 150,0
aeroginosa

Hansenula marakii nitroetano nitrito 1.680 2,8
nitropropano

Aspergillus flavus ác. 3 nitropropiónico 1.400 45,0
NH

4
+ y sacarosa nitrato 1.350 75.0

Nitrosomonas spp NH
4
+ nitrito 1,3 x 106 2-4 x 10 3

Nitrobacter NO
2
- nitrato 5,7 x 10 6 2-4 x 10 3

 ➤  ➤

 
➤

 
➤

 
➤

 
➤

 
➤

 
➤
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La relación más favorable para la formación de humus
estable parece ubicarse en la vecindad de 20/1 (los man-
tillos mejoradores, ricos en nitrógeno que se descompo-
nen rápidamente).

Es necesario también tener en cuenta la relación entre
los constituyentes lábiles y los estables, un predominio de
compuestos solubles estimulan una rápida mineralización,
y altos contenidos de lignina facilitan la humificación.

Los abonos verdes, ricos en nitrógeno y constituyentes
solubles y pobres en lignina, son rápidamente metaboliza-
dos, enriqueciendo poco en carbono al suelo y activando la
mineralización de la materia orgánica nativa. Los cultivos
anuales enriquecen menos al suelo en carbono que los
perennes. Un monocultivo de maíz posee menos poder de
humificación al compararlo con gramíneas forrajeras.

Las pajas de cereales con alto contenido de lignina favo-
recen la humificación.

El clima influye en la productividad (cantidad y calidad
del material vegetal) y directamente en la actividad bioló-
gica. La degradación del N del humus disminuye 2-3 ve-
ces por cada 10ºC de disminución de la temperatura. En
regiones frías aumenta considerablemente el nivel de hu-
mus. El congelamiento y descongelamiento disminuyen
la estabilidad de las moléculas húmicas. Por el contrario,
un congelamiento prolongado aumenta la estabilidad. La
desecación favorece la polimerización de sustancias pre-
húmicas (maduración). Suelos permanentemente húme-
dos presentan formas poco condensadas y móviles (áci-
dos fúlvicos).

Suelos: el contenido y calidad de las arcillas facilita la
humificación. Un pH alto favorece la actividad minerali-
zante y la humificación por bacterias. El calcio facilita la
floculación y maduración de las moléculas prehúmicas.

La humedad más favorable para la humificación se sitúa
en la vecindad del 60% de la capacidad de campo. La
saturación no favorece al proceso; los suelos saturados
son pobres en humus. Un insuficiente drenaje conduce a
humus bruto o a turba.

 Ocurrirá máxima humificación cuando los procesos ae-
robios y anaerobios estén correctamente balanceados.
Si la anaerobiosis es permanente, la humificación es
prácticamente nula y se conduce a la formación de tur-
bas. El proceso parece tener el óptimo en microaerofi-

lia o en condiciones de alternancia de períodos de

aerobiosis y anaerobiosis.

Actividad del hombre: el laboreo disminuye el nivel de
materia orgánica al romper los agregados y exponer la
materia orgánica a la biodegradación, pero el efecto de
mezclado favorece la calidad. Alternancias de cultivo y
barbecho favorecen la humificación. Los suelos cultiva-
dos presentan un humus más evolucionado, pero menos
abundante, que puede descender por debajo de niveles
críticos. Enterrar restos vegetales activa su mineralización
y una aplicación más profunda favorece la humificación
(condiciones micraerofílicas).

Deshumificación

Se encuentran gran número de dificultades en la investi-
gación de biodegradación del humus: los microorganis-
mos pueden crecer con ácidos húmicos pero emplean
solamente los compuestos asociados, como los aminoá-
cidos, dejando la estructura aromática intacta, hecho que
sumado a la falta de datos sobre la estructura exacta de
la molécula (si es que tienen una estructura básica co-
mún), tornan las comparaciones muy difíciles.

Además, las zonas claras alrededor de las colonias de-
sarrolladas en medios con ácidos húmicos no indican
necesariamente la degradación de los mismos; muchas
veces, ellos son precipitados alrededor de las células.

A pesar de estos inconvenientes parece correcto afirmar
que ciertos hongos, sobre todo Ascomycetes y Basidio-

mycetes, pueden degradar ácidos húmicos en el labora-
torio por reducción enzimática de grupos aromáticos car-
boxilo a aldehido y luego hasta alcoholes. Los sistemas
enzimáticos son adaptativos. En filtrados de cultivos de
hongos creciendo sobre ácidos húmicos se detectaron
alcohol salicílico y salicilaldehido.
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Cuadro 3-  Bacterias nitrificantes autótrofas

Género Morfología ( G+C) Crecimiento Habitat

Oxidantes del amonio

Nitrosomonas Bacilos rectos, 1-2 47,4 - 51 5 - 40º aguas frescas
flagelos, o inmóviles

Nitrosospira Espirilos, flagelos 54,1 25 - 30ºC suelo
perotricos o inmóviles

Nitrosococcus Cocos en pares o 56,5 - 51 2 - 30ºC suelo
tétradas, móviles con pH 6,0 - 8,2
1 flagelo o peritricos
o inmóviles

Oxidantes del nitrito

Nitrobacter Bacilos cortos, móviles 60,7 - 61,7 5 - 40ºC suelo, mar,
con flagelo polar pH 5,7-10.2 aguas frescas

o inmóviles

Nitrospira Bacilos largos, inmóviles 57,7 20 - 30ºC mar

Nitrococcus Cocos con citomembranas 57,7 20 - 30ºC mar
muy ramificadas pH 7-8

Aislamiento: resulta difícil y es frecuente la presencia de
contaminantes muy relacionados morfológicamente como
Pseudomonas, Hyphomicrobium, Mycobactrium, Flavo-

bacterium.  Su lento crecimiento dificulta la eliminación de
estos contaminantes.

El aislamiento puede realizarse en forma:

� Directa: por agotamiento en cajas de Petri con sílico-
gel nutritivo: solución salina, sales de amonio o nitritos,
carbonato de calcio. Las microcolonias se detectan por
el halo transparente por disolución del carbonato por
los ácidos producidos.

� Por enriquecimiento previo en el mismo medio selec-
tivo líquido y varios pasajes en el mismo medio fresco,
que facilita el aislamiento en medio sólido.

La actividad es estimulada por burbujeo o agitación de los
cultivos líquidos ya que son aerobios estrictos. El pH ópti-
mo es ligeramente alcalino, pero pueden tolerar rangos
más amplios de pH en el suelo. Son mesófilos, la tempe-
ratura óptima se sitúa entre los 24 a 30ºC.

Mecanismo de la nitrificación autótrofa
La oxidación del amonio a nitrato implica la transferencia
de 8 electrones (-3 a + 5). La conversión de amonio a
nitrito ocurre en por lo menos dos pasos:

NH
4
+ +  0,5 O

2
NH

2
OH +  H+ ∆G = -0,7 kcal/mol

NH
2
OH +  O

2
NO

2
–  +  H

2
O +  H+ ∆G = -83,3 kcal/mol

Como se observa, la disminución de la energía libre en la
oxidación del amonio es pequeña comparada con la de
oxidación de la hidroxilamina. El proceso se estudió en
células intactas y en extractos libres de células. Se aisló
una oxidasa de la hidroxilamina relacionada al citocromo

c. Se sugiere que la hidroxilamina es convertida en un
intermediario que se descompone espontáneamente en
óxido nitroso, no oxidado por N. europea.

En la nitratación participa una nitrito oxidasa, inhibida por
cianuro e involucra el sistema citocromos:

cit c Fe+3 +  NO
2
–  →→→→→cit c Fe+2 + →→→→→ “NO

2
” (radical libre)  cit a

1
 Fe+2 + “NO

2
” +

NO
2

– +  0,5 O
2
 →→→→→cit a

1
 Fe+3 +  NO

3
–

globalmente:  NO
2

–  →→→→→ cit c →→→→→ cit a
1
 →→→→→ O

2

 ➤

 ➤
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Las técnicas respirométricas son muy útiles en el estudio
de la mineralización del humus.

Se cuenta con poca información sobre la descomposición
de los ácidos húmicos en la naturaleza. Intervienen po-
blaciones complejas con especies que atacan sustancias
aromáticas, reuniendo en su conjunto al equipo enzimáti-
co necesario para degradar a las sustancias húmicas.

Las bacterias son activas sobre todo atacando las cade-
nas laterales alifáticas. Los actinomicetes pueden además
degradar moléculas aromáticas provocando decoloración
del medio.

Los hongos son activos degradadores de moléculas hú-
micas. Entre los productos de la degradación de los áci-
dos húmicos se han detectado residuos de la degrada-
ción de la lignina bastante como ácidos vaníllico y siríngi-
co. En suelos donde la lignina está ausente, como los
antárticos cubiertos de helechos, no se encontraron estos
productos. Otras sustancias que aparecen en la degrada-
ción, como flavonoides, pueden derivar de síntesis micro-
biana o de la vegetación.

Ecología
Carbono: fuentes de carbono fácilmente degradables
(0,5-2%) estimulan el crecimiento microbiano favorecien-
do la degradación del humus en el laboratorio. Para otras
especies la celulosa es más eficiente. El efecto sobre la
humificación es el mismo que analizamos en la degrada-
ción de otros biopolímeros: el aumento microbiano provo-
ca agotamiento de nutrientes y la población induce el equi-
po enzimático para degradar moléculas más complejas.

Nitrógeno: el de las cadenas laterales es asimilado por los
microorganismos aunque en menor grado que las formas
inorgánicas u orgánicas simples del suelo. Otras fuentes
nitrogenadas ejercen efecto variable según las especies.

Calcio: los humatos cálcicos son más fácilmente degra-
dados in vitro que los de sodio (efecto tampón favorable
para la actividad enzimática).

Arcillas: ejercen efecto protector: la oxidación de los áci-
dos húmicos es más lenta con illita y montmorillonita. El

aluminio refuerza el efecto estableciendo enlaces más
estrechos entre los coloides orgánicos y minerales.

La tasa anual de descomposición de la materia orgánica
es del orden de 1,8% en suelos pesados y de 2,2% en
livianos.

Modelos de simulación

Un importante objetivo en estudios de biodegración es la
organización de datos experimentales en modelos de si-
mulación a partir de los cuales se pueden efectuar predic-
ciones en relación a los ciclos de los nutrientes (C, N, P,
S), al almacenamiento de materia orgánica y al impacto
de prácticas de manejo de residuos en la calidad del am-
biente y en la productividad del suelo. Un paso importante
es la ubicación de la materia orgánica y de sus nutrientes
en compartimentos o pools, con distintos tiempos de reci-
clamiento o tiempos de residencia media (TRM) (Steven-
son y Cole, 1999).

 La materia orgánica ha sido fraccionada en:

� lábil, o activa que se degrada en pocas semanas o
meses, formada por mantillos, fracción liviana, la bio-
masa microbiana, fauna muerta y sus residuos y sus-
tancias no húmicas unidas a minerales. Se usa como
fuente rápida de nutrientes  para el desarrollo vegetal y
la actividad microbiana y es muy importante para man-
tener la productividad del suelo bajo agricultura susten-
table (manejo de los residuos, mínimo laboreo y escasa
fertilización). Esta fracción está relacionada al aporte
de restos y es afectada por los factores que inciden en
la actividad microbiana.

� estable, resistente a la descomposición y que persiste
en el suelo por pocos años o aun décadas o más tiem-
po. Está integrada por el humus, funciona como reser-
vorio de nutrientes y es importante en el balance a lar-
go plazo del carbono en el suelo.

Muchos modelos se han elaborado a partir de 5 comparti-
mientos que incluyen: la biomasa microbiana, dos formas
de materia orgánica estabilizada (en forma física o quími-
ca) y el componente de residuos vegetales, dividido en
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mos responsables. Confirmó la naturaleza biológica ca-
lentando una columna de suelo o tratándola con clorofor-
mo: el proceso cesaba y los nitratos volvían a formarse al
reinocular este sistema con suspensión de suelo fértil.

La nitrificación afecta a:

� Los cultivos, ya que constituye un proceso fundamen-
tal para la nutrición vegetal, los nitratos son fácilmente
absorbidos, en menor grado el amonio y los nitritos re-
sultan tóxicos.

� Al ambiente, pues una intensa nitrificación resulta mu-
chas veces perjudicial para el hombre. Los iones nitrito
y nitrato son solubles y por lo tanto móviles con el agua
que puede llevarlos lejos de la zona de absorción radi-
cal. El amonio, al ser fijado en el complejo de intercam-
bio, resulta menos móvil. La polución de las aguas por
los nitratos resulta un problema en los países que em-
plean grandes dosis de fertilizantes. Los nitratos se re-
ducen a nitritos en la sangre, uniéndose a la hemoglo-
bina que se convierte en metahemoglobina, molécula
que no funciona en la transferencia del O

2
. La  enferme-

dad es conocida como metahemoglobinemia (enfer-
medad de los chicos azules). Los estándares para con-
sumo humano son inferiores a 10 mg/L de N-NO

3
– para

el agua potable.

Nitrificación autótrofa
La nitrificación autótrofa puede dividirse en dos pasos, cada
uno realizado por un grupo particular de organismos:

I)  Nitritación: NH
4

+ +  1,5 O
2

NO
2

– +  2H+ +  H
2
O ∆∆∆∆∆G = 84 cal/mol

II) Nitratación: NO
2

–  + 0,5 O
2

NO
3

– ∆∆∆∆∆G = 17, 8 cal/mol

Son procesos metabólicos generadores de energía
(ATP): respiraciones aerobias con sustratos inorgá-

nicos (amonio y/o nitrito). Los microorganismos son qui-

miolitoautótrofos que aprovechan la energía y las coen-
zimas reducidas en la cadena respiratoria para sus ne-
cesidades plásticas, sobre todo para reducir el CO

2
 a

material celular.

Por los rendimientos energéticos se aprecia que se pue-
de originar cuatro veces más biomasa por la oxidación de
la misma cantidad de N cuando ésta es realizada por el
grupo I. En la naturaleza, en general, las densidades para
ambos grupos no difieren tanto.

Nitrificantes autótrofos
Son bacterias muy relacionadas pertenecientes a la fa-
milia Nitrobacteriaceae, gram negativas, que no forman
esporas, bacilos, cocos o espirilos, en general móviles por
flagelos polares.

Autótrofos obligados, muchos compuestos orgánicos les
resultan tóxicos, por alteraciones producidas en la esteri-
lización en autoclave. Fuentes de carbono: del CO

2
, bi-

carbonatos y carbonatos y de energía: de la oxidación de
sales amoniacales o nitrosas.

El cuadro 3 resume las características de los 4 géneros
de bacterias oxidantes de amonio y de los 3 oxidantes del
nitrito. Las especies más representativas son Nitroso-

monas europea y Nitrobacter winogradsky. Los nitrifican-
tes autotróficos secundarios, es decir, el resto de los que
figuran en el cuadro 3 aparecen en general en bajo núme-
ro y presentan rangos más estrechos de temperatura y
pH para su desarrollo. Otra importante diferencia la cons-
tituye la habilidad para crecer heterotróficamente de algu-
nas especies del segundo grupo. Nitrobacter agilis puede
crecer con materia orgánica y es estimulado por extracto
de levadura. Nitrobacter winogradsky posee mayor poten-
cial para crecer heterotróficamente que Nitrococcus y

Nitrospina. Piruvato y aminoácidos estimulan el crecimien-
to de Nitrosomonas europea.

Velocidad de crecimiento: comparada con la de la ma-
yoría de las bacterias heterotróficas, la v

c
 de las bacterias

nitrificantes es baja. Tiempos de generación de 8 horas
han sido informados en medio de cultivo. Se piensa que
en la naturaleza se sobrepasan las 20-40 horas. El desa-
rrollo en medio de cultivo se acelera con sales de bicarbo-
nato solubles o de álcali para contrarrestar la caída del
pH. El rendimiento celular es también bajo (0,15 kg bio-
masa/kg N-NH

4
+ oxidado para la nitritación y de 0,02kg de

biomasa/kg N-NO
2
– oxidado para la nitratación).

Eficiencias bioquímicas (N inorgánico oxidado/C-CO
2

asimilado) de 14-70/1 para Nitrosomonas y de 76-135/1
para Nitrobacter (gran capacidad sintética, la mayoría no
requieren factores de crecimiento). Como vimos, los oxi-
dantes del amonio obtienen más energía de la reacción y
deben metabolizar menos nitrógeno por unidad de carbo-
no asimilado.

 ➤

 ➤
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dos reservorios: rápidamente degradable y resistente.
Ejemplo de estas predicciones en los TRM:

� material vegetal descomponible, vida media 0,16 años
� biomasa microbiana, vida media 1,69 años
� material vegetal resistente, vida media 2,31 años
� MO estabilizada físicamente, vida media 49-50 años
� MO estabilizada químicamente, vida media 1.980 años

Una aproximación similar ha sido empleada para simular
la dinámica de la materia orgánica en pasturas naturales
y en suelos tropicales, con sub-modelos para transforma-
ciones del N, P y S.

Las limitaciones señaladas a estos modelos incluyen:

� los componentes lábiles están en estado de continuo
cambio y su medida en un momento dado provee de un
índice relativo de disponibilidad de nutrientes bajo un
conjunto de condiciones

� no todas las fracciones (pools) pueden medirse experi-
mentalmente

� en condiciones de inmovilización neta, la biomasa fun-
ciona como reservorio de nutrientes en detrimento de la
nutrición vegetal

� el concento de reservorios y de modelos basados en
ellos no coincidirán con la realidad física, química y bio-
lógica

Sin embargo,  los avances logrados en métodos compu-
tacionales y en las técnicas analíticas para la determina-
ción de diferentes fracciones de la  materia orgánica, ha-
cen que estos modelos se vuelvan herramientas prácti-
cas que economizan tiempo y numerosos experimentos
de laboratorio y campo.

En resumen: aumentar y/o mantener el nivel de materia
orgánica de un suelo es un objetivo prioritario en todo
manejo agrícola. La aplicación de abonos orgánicos (res-
tos de cosechas, subproductos industriales) contribuye a
evitar la pérdida de humus en suelos sometidos a intensa
explotación.

Los principales factores a tener en cuenta para elevar el
contenido de materia orgánica de los suelos son: canti-

dad de materia orgánica aplicada, tipo de abono orgánico
empleado, duración de la experiencia.

A modo de resumen se presentan las figuras 13 y 14. La
figura 13 muestra las tasas de descomposición de dife-
rentes materiales orgánicos en el suelo y en la figura 14
se esquematiza la cinética de esta degradación. Se verifi-
ca que la fracción activa del residuo,  representada princi-
palmente por azúcares, proteínas, amidas y celulosa es
descompuesta en menos de un año, en tanto que otras
fracciones resisten la degradación.

Figura 14- Cinética de la degradación de restos vegetales
en el suelo

 * moléculas recalcitrantes

Figura 13-  Velocidad de degradación de restos orgánicos
en el suelo
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ción a nitratos, muy móviles en suelos donde el régimen
hídrico es intenso. El amonio es adsorbido en forma inter-
cambiable en el complejo coloidal del suelo, disminuyen-
do su lixiviación y resultan fertilizantes más seguros que
los nítricos.

Ecología
Como hemos visto este es un proceso muy poco especí-
fico, realizado por gran número de microorganismos he-
terótrofos adaptados a las más variadas condiciones eco-
lógicas.

La amonificación ocurre en todas aquellas condiciones
compatibles con la vida (que aseguran que el agua se
encuentre en estado líquido).

Temperatura: como con todas las reacciones biológicas,
una elevación de temperatura estimula el proceso. El óp-
timo del amplio grupo de amonificantes se ubica en el ran-
go termófilo.

pH:  puede llevarse a cabo desde pH muy bajos (3,5-4,0)
a superiores a 9,0. Una fuerte acidez retarda el proceso y
son sobre todo las bacterias anaerobias y los hongos los
activos en esas condiciones. A pH superiores dominan
los actinomicetes y algunas algas que pueden emplear
fuentes de nitrógeno orgánicas.

Cultivos vegetales: ejercen un doble efecto, por un lado
proveen restos orgánicos nitrogenados por descamación
de raíces, exudados, percolados a través de las hojas y
follaje, estimulan la amonificación real o bruta, pero tam-
bién absorbe a los iones amonio: la amonificación neta se
ve así inhibida.

En resumen: el proceso se realiza en amplias condicio-
nes ambientales, con innumerables sustratos y la micro-
flora responsable incluye  prácticamente a todos los mi-
croorganismos heterótros. La actividad sería máxima en
aerobiosis, temperaturas en el rango termófilo, neutrofilia
y humedades medias

Estabilidad de compuestos nitrogenados orgánicos

Numerosos investigadores han remarcado la estabilidad
de la fracción nitrogenada orgánica del suelo. En efecto,

en una estación de crecimiento se mineraliza entre 1 y
5% del N total; pero al agregar al suelo una proteína, ami-
noazúcar u otras formas de nitrógeno orgánico, éstas des-
aparecen muy rápidamente. Diversas hipótesis tratan de
explicar esta estabilidad (Dommergues, Mangenot, 1970).

� Formación de complejos entre proteínas y fraccio-

nes orgánicas del suelo, como lignina, compuestos
fenólicos o  sustancias del tipo del humus

� Complexación con minerales arcillosos: la adsorción
externa al complejo de intercambio del suelo (más fir-
memente si en la proteína dominan las cargas electro-
positivas) o la inclusión dentro de las hojuelas, posibili-
tan un retardo en la biodegradación. Esta hipótesis ex-
plica también la inhibición de enzimas extracelulares

� Toxicidad del ambiente: la vegetación o el metabolis-
mo microbiano producen sustancias inhibidoras cuya
concentración aumenta con la concentración hidroge-
niónica del medio y la anaerobiosis: cumarinas, tani-
nos, resinas, contribuyen a estabilizar la materia orgá-
nica en suelos forestales

La liberación se realiza gradualmente a medida que la
vegetación las requiere, evitando pérdidas importantes por
lavado o desnitrificación. Pero en algunos ecosistemas
este bloqueo puede ser negativo para la nutrición de las
plantas, como ocurre en horizontes superficiales (A

o
) de

formaciones forestales.

Nitrificación

La nitrificación se define como la conversión biológica
del nitrógeno desde un estado reducido  (NH

4
+, N-orgáni-

co) a otro más oxidado (NO
2
–, NO

3
–), a partir de compues-

tos orgánicos o inorgánicos, por una microflora auto y
heterótrofa.

Es un proceso biológico conocido desde hace mucho tiem-
po que se realiza en el suelo, en ambientes marinos, abo-
nos, y en los procesos de depuración de aguas servidas.
Ya en la época napoleónica se producía el nitro de Chile
en pilas de suelo, con abonos orgánicos y carbonato de
calcio. Pasteur postuló la naturaleza microbiana del pro-
ceso y hacia 1890 Winogradsky aisló a los microorganis-
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Preguntas de repaso

1)Defina la primera etapa del ciclo del carbono, la que
asegura la síntesis de materia orgánica y los microor-
ganismos que participan.

2)¿Por qué el CO
2
 y el CH

4
 producen efecto invernadero?

3)Describa algún método de evaluar la actividad minerali-
zante de un suelo.

4)¿Cuáles son los principales constituyentes de los resi-
duos vegetales y cómo difieren en la facilidad de degra-
dación por la microflora del suelo?

5)¿Cómo distingue esta degradación de la del humus?
6)Explique la aplicación de dos métodos para evaluar la

degradación de un compuesto orgánico en el suelo.
7)¿Qué vías pueden seguir los hidrocarburos aromáticos

en el suelo?
8)Formación y consumo de metano. Consecuencias para

el ambiente
9)Concepto de humificación: como se determina la contri-

bución de sustancias precursoras?
10) Por qué resulta difícil estudiar la degradación del humus?
11) Analice el efecto de la incorporación al suelo de:

i) abonos verdes y ii) pajas de cereales.
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 Energía: la desaminación no provee de energía al micro-
organismo, pero la misma puede obtenerse del catabolis-
mo del esqueleto carbonado de la molécula: proteína,
ácidos húmicos, etc.

Evaluación: La evolución del amonio en suelos y aguas,
enriquecidos o no con sustancias orgánicas nitrogenadas,
se determina en el campo o en el laboratorio. Como el
amonio puede seguir distintas vías en la naturaleza lo que
evaluamos es la  amonificación neta, o sea la diferencia
entre el amonio producido y el que siguió otras vías en el
suelo. El empleo de compuestos con N15 permite evaluar
amonificación real.

Amonificación de aminoácidos y proteínas
Las proteínas constituyen un buen sustrato para la micro-
flora, a la que brindan la mayoría de los elementos para la
síntesis de macromoléculas: C, H, O, N, S. Son atacadas
por enzimas extracelulares según el siguiente esquema.

aerobiosis:

NH
3
, CO

2
, agua,

SO
4

=

proteína peptona péptido aminoácido

anaerobiosis: NH
3
,

CO
2
, aminas, ácidos

orgánicos, indol

Los aminoácidos son degradados rápidamente en sue-
los y aguas. Se encuentran libres en pequeña proporción,
producto de la actividad microbiana sobre proteínas, o son
excretados por las raíces. La actividad es mayor en ca-
pas superficiales, en las más profundas la adsorción a
coloides puede ser importante y la nitrificación menor.

Amonificación de ácidos nucléicos
Numerosos microorganismos del suelo poseen enzimas
extracelulares capaces de degradar ácidos nucleicos,
ADNasa y ARNasa, provenientes de células vegetales,
animales y microbianas con liberación de los mononucleó-
tidos, que son fácilmente atacadas por la microflora.

Pi

ARN, ADN mononucleótido azúcar NH
3
, aa

purinas urea
pirimidinas

Se liberan fosfatos por acción de fosfatasas vegetales o
microbianas. Las bases púricas o pirimídicas y el azúcar
resultante son empleados por una variada microflora apa-
reciendo en el medio amonio, aminoácidos, ácidos orgá-
nicos, urea, dependiendo de las condiciones y de los or-
ganismos dominantes. Acidos orgánicos y alcoholes acom-
pañan a aminas, amidas, CO

2
 y agua, en anaerobiosis.

Otros sustratos: urea, cianamida y fertilizantes de
amonificación progresiva
La urea se encuentra frecuentemente en los ecosistemas
naturales (fertilizantes, excreciones de animales o de la
hidrólisis de los ácidos nucleicos). Su degradación es muy
rápida y la microflora ureolítica es muy numerosa: com-
prende aerobios y anaerobios facultativos, cocos y baci-
los que soportan pH elevados resultantes de la liberación
de amoníaco:

NH
2

NH
2

   
C= O + H

2
O COO 2NH

3
 + CO

2

   
NH

2
NH

4

La cianamida cálcica es otro fertilizante empleado común-
mente. Por hidrólisis no biológica se forma urea, la que es
mineralizada por la población ureolítica:

CaCN
2
 + 2H

2
O H

2
CN

2
 + Ca(OH)

2

  +               ureasa
H

2
O CO(NH

2
)
2

2NH
3
 + CO

2

A los efectos de retardar esta hidrólisis y permitir que los
cultivos dispongan del nitrógeno a medida que lo requie-
ren, se emplean complejos a base de urea; la urea-
formaldehido es uno de ellos, la oxamida, otro:

(HC = N - C - N = CH -) n            H
2
N - C - C - NH

2

                O      O   O
urea-formaldehido       oxamida

La aplicación de estos fertilizantes, así como el empleo
de inhibidores de la nitrificación, posibilitan la toma gra-
dual de amonio por los cultivos, evitando su rápida oxida-

 ➤  ➤  ➤

 ➤

 ➤  ➤  ➤

 ➤ 
➤

 ➤  ➤

 ➤

 ➤  ➤
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De los nutrientes fundamentales para el desarrollo vege-
tal, el nitrógeno constituye uno de los elementos sobre
cuyas transformaciones en el suelo se han realizado más
investigaciones en los últimos años. Se presenta frecuen-
temente como limitante del crecimiento vegetal ya que es
removido en cantidades superiores al resto de los nutrien-
tes y además su nivel en los suelos es generalmente bajo.
Se emplea en la síntesis proteica, de ácidos nucleicos,
aminoazúcares y de otras moléculas de importancia en la
célula. Favorece el crecimiento vegetativo, el tamaño de
los granos y su porcentaje de proteínas; aumenta la ab-
sorción del fósforo y potasio.

La importancia del nitrógeno se reconoce en:
� la agricultura, incrementando los rendimientos, modifi-

cando la composición química y calidad de los vegetales
� el ambiente: los problemas ambientales asociados a

excesos de compuestos  nitrogenados son muy conoci-
dos. Las principales fuentes de contaminación de aguas
y suelos son  las prácticas agrícolas y las provenientes
de la atmósfera.  La industria vierte aguas con elevada
concentración de óxidos de N o amoníaco que contami-
na los cursos de agua. Se puede llegar a la eutrificación
(alta concentración de sales, incluidas las nitrogenadas)
de las mismas y a la contaminación de fuentes de agua
potable con nitratos, muy tóxicos.

Las transformaciones del nitrógeno en la naturaleza se
aprecian en la figura 1 y en el cuadro 1 se presentan las
reservas de nitrógeno en el planeta.

Formas de nitrógeno en el suelo
En la capa arable se encuentran valores entre 0,02 a 0,4%,

y más de 2% en suelos muy orgánicos. En suelos minera-
les en clima templado con 2-3% de materia orgánica en el
horizonte 0-20 cm y 0,12-0,15% de nitrógeno, los valores
de 2000-3000 kgN/ha aseguran las necesidades de los
vegetales por muchos años.

Sin embargo el agregado de 100 kgNO
3
–/ha, que corres-

ponde a menos del 1% del N de la capa arable, puede
favorecer el desarrollo vegetal. Este fenómeno se atribu-
ye al hecho de que la mayor parte del nitrógeno no puede
ser asimilado directamente por los vegetales. Gran pro-
porción del humus es resistente al ataque microbiano y
solamente una pequeña fracción del N orgánico (1-3%)
se mineraliza cada año.

La estabilidad del nitrógeno del suelo se explica por
 la formación de compuestos con constituyentes orgá-
nicos (taninos, fenoles, lignina) o por adsorción a
arcillas.

La mayor proporción del nitrógeno del suelo es orgánica

(98% del total) y menos del 2% son formas minerales, N
2
,

N
2
O, NO, amonio, nitritos y nitratos, de muchas de las

cuales depende la nutrición vegetal. Esta pequeña frac-
ción resulta muy importante porque es empleada como
nutriente, intermediarios metabólicos, donadores o acep-
tores de electrones o son productos finales de muchas
transformaciones de este elemento.

La fracción orgánica
� 20-40% se reconoce como aminoácidos
� 5-10% como aminoazúcares
� las bases púricas y pirimídicas no exceden al 1%
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bles en agua. El hombre incide en estas transformacio-
nes por el manejo que realiza de los ecosistemas, por la
tecnología de depuración de efluentes altamente conta-
minados y en el caso de suelos, por la aplicación de ferti-
lizantes y sustancias biocidas, la inoculación de microor-
ganismos fijadores de N

2
.

Mineralización-inmovilización

Las formas inorgánicas minerales amonio, nitrito y nitrato
se producen continuamente en el suelo por procesos de
mineralización y son la fuentes de nutrientes para los ve-
getales –amonio y nitratos–, los nitritos resultan tóxicos.
La mayor parte es soluble en agua y son desplazados
con ésta a horizontes no alcanzados por las raíces. La
fracción más retenida es el amonio que puede estar ad-
sorbido en forma intercambiable en el complejo arcilla-
humus o fijado dentro de las hojuelas de las arcillas y puede
representar una importante fracción en horizontes inferio-
res y hasta 3,5-8% del N total en la capa arable.

La determinación de estos iones posee un valor relativo
ya que son múltiples las vías que pueden seguir en el
suelo:
� volatilización del NH

3

� desnitrificación de los nitratos
� asimilación por vegetales
� inmovilización en células microbianas
� fijación a coloides (amonio)
� lavado, erosión, quemado

Sólo las mediciones periódicas pueden proveer informa-
ción sobre la dinámica de las formas del nitrógeno en eco-
sistemas naturales.

La mineralización del nitrógeno orgánico comprende
dos etapas:
� amonificación que libera NH

3
 a partir de moléculas or-

gánicas
� nitrificación, proceso por el cual se liberan nitritos o

nitratos, iones solubles en agua a partir de combinacio-
nes minerales u orgánicas.

La amonificación es realizada por un gran número de mi-

croorganismos heterótrofos y animales del suelo que ata-
can distintas moléculas orgánicas: urea, aminoácidos, pro-
teínas, aminoazúcares, ácidos nucleícos, sustancias hú-
micas. La nitrificación es la producción biológica de nitri-
tos o nitratos a partir de amonio o de combinaciones
orgánicas.

La inmovilización es el proceso simultáneo e inverso a
la mineralización, por la cual las formas minerales: amo-
nio, nitrito o nitrato entran a formar parte de combinacio-
nes orgánicas en el citoplasma microbiano (ciclo interno
de los elementos).

Amonificación

Sustrato: es muy variado, cualquier tipo de molécula or-
gánica nitrogenada.

Microflora: está integrada por innumerables especies de
bacterias, incluidos los actinomicetes, hongos, protozo-
os, algas, que poseen numerosas enzimas tanto extrace-
lulares como: proteinasas, peptidasas, quitinasas, lisozi-
ma, ARNasa, etc. o intracelulares (asparaginasa, gluta-
minasa, aminoácido deshidrogenasas).

Ambiente: como consecuencia de la falta de especifici-
dad en los sustratos, la amonificación es uno de los pro-
cesos menos sensibles a los cambios del ambiente y se
realiza tanto en aerobiosis como en anaerobiosis, bajo un
rango de pH compatible con actividad biológica, en regio-
nes frías, como en el rango termófilo.

Cmineralizado/Nmineralizado: en ecosistemas en equi-
librio, la relación C-CO

2
/Nmineral es aproximadamente

10/1. Con aportes de sustancias orgánicas, esta relación
se altera de acuerdo a la relación C/N de las mismas: una
relación alta provocará más liberación de CO

2
, si  el N%

de los restos vegetales es alto, la proporción de amonio y
nitrato será mayor.

Amonio: se considera un producto de desecho celular.
Una vez satisfecha la demanda microbiológica por el
nitrógeno, el resto metabolizado es eliminado como
NH

3
.
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La naturaleza del resto del nitrógeno es difícil de determi-
nar, integra los heterociclos de las moléculas húmicas,
lentamente degradables. Es probable que el N-aminoáci-
dos provenga de peptidoglicanos y ácidos teicoicos, cons-
tituyentes de paredes bacterianas y sólo se detectan tra-
zas en los suelos, pues son rápidamente biodegradados.
En la fracción de los ácidos húmicos, un 20-50% del N
está constituido por aminoácidos, un 3-10% de aminoazú-
cares y una pequeña cantidad de bases derivadas de ADN
y ARN bacteriano, sobre todo. En la fracción fúlvica, un
20-30% es N-aminoácido y 8-10% son aminoazúcares.

La fuente primaria de nitrógeno para el suelo la constitu-
ye la atmósfera, en donde el N

2
 representa un 79%. En el

cuadro 1 se observa que la mayor reserva de nitrógeno la
constituyen las rocas primarias (98% de todo el N

2
), le

sigue la atmósfera, luego las rocas sedimentarias, los se-
dimentos marinos y el reservorio más pequeño lo consti-
tuye el suelo (sobre cada hectárea de suelo se acumulan
80.000 ton de N

2
), de la litósfera (37 kg/cm2) y de las ro-

cas sedimentarias (872 kg/cm2).

Como se observa, existe una gran masa de nitrógeno atra-
pado en las rocas como N

2
  no directamente aprovecha-

ble por los vegetales. El cuadro 2 cuantifica procesos que
involucran a compuestos con nitrógeno y la figura 2 (Fen-

chel et al, 1998) muestra los cambios en el estado de oxi-
do-reducción de este elemento, que pasa de -3 en el amo-
níaco y en la materia orgánica, 0 en el N

2
 hasta + 5 en los

nitratos (cambio neto de 8 electrones). Como se aprecia
el amonio puede ser convertido en un gran número de
productos.

Cuadro 1- Reservas de nitrógeno en
el ecosistema terrestre

rocas primarias 40-190 x 10
15

ton N
2
 (97,8%)

atmósfera       3,9 x 10
15

ton N
2
 (2%)

rocas sedimentarias    0,8-4 x 10
14

ton N
2
 (0,2%)

mar 22  x   10
12

  ton N
2

5,4  x  10
11

  ton N
2
 en sedimentos

6,5  x  10
11

  ton N-NO
3

–

suelo 5,5  x  10 ton N en restos vegetales
y animales

11   x   10
9

ton de N en vegetales

  1    x   10
9

ton de N inorgánico soluble

Cuadro 2- Procesos biológicos y abiológicos
que involucran al N

Naturaleza Denominación Estimación cuantitativa

del proceso

biológico fijación del N
2

175  x 10
 6
 ton N

2
/año

asimilación
inmovilización
mineralización
desnitrificación

físico-químico fijación industrial 30-35 x 10
6

ton N/año
lavado 15 x 10

6
ton N/año

sedimentación 15  x 10
6

ton N/año
solubilización 5 x 10

 6
ton N/año

volatilización 5 x 10
 6

ton N/año
precipitación 60 x 10

6
ton N-NO

3

–
/año

vegetales

Figura 1- Ciclo biológico del nitrógeno

vegetales animales

fijación
atmósfera
N2, N2O

desnitrificación volatilización

NO2

–

NH4

+
NO3

–

inmovilización amonificación

biomasa
materia orgánica fresca

humus

nitrificación
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Entradas de N a los ecosistemas
1. De naturaleza biológica: constituye la fijación biológi-
ca del nitrógeno (FBN), realizada por protistas inferiores
dotados de un complejo equipo enzimático, la nitrogena-

sa, capaz de reducir los triples enlaces de la molécula del
N

2
 a amonio, el que luego es incorporado en cetoácidos

para formar aminoácidos y luego proteínas.

La ecuación global no refleja los mecanismos involucra-
dos y los intermediarios entre el N

2
 y las formas orgánicas

en las células: los aminoácidos, ureídos, etc.

Fijación biológica del nitrógeno (FBN)

8e-  8H+

N
2

2 NH
4
+    + H

2

N
2
asa  aminoácidos

Los requisitos para que el proceso ocurra se resumen:
� nitrogenasa: enzima responsable de la reducción
� energía: en forma de ATP que el organismo debe gene-

rar a partir de moléculas orgánicas (heterótrofos) o de
la luz (fototrofos). En asociaciones simbióticas el hospe-
dante fotosintético brinda la energía y demás requisitos

� minerales: la enzima posee Mo, Fe, se requiere tam-
bién Mg para el complejo Mg-ATP

� poder reductor: los electrones que salen del sustrato y
pasan por los distintos componentes de la N

2
asa para

reducir el triple enlace del N
2
 por pasos de 2 electrones

por vez

� esqueletos carbonados: requeridos para fijar el NH
3

que no se detectó libre ya que rápidamente pasa a ami-
noácidos o ureídos. También brindan la energía y poder
reductor.

El proceso es patrimonio de algunas bacterias, que fijan
en vida libre o se asocian con raíces, tallos, hojas, en com-
binaciones simbióticas o en asociaciones rizosféricas y
filosféricas.

2. De naturaleza no biológica: las aguas de lluvia apor-
tan nitrógeno combinado como amonio, nitrito, sustancias
albuminoides, que provienen del suelo o aguas, de la con-
taminación en zonas industriales o de la fijación no bioló-
gica por radiaciones o reacciones fotoquímicas.

El hombre ha logrado la reducción del N
2
 (proceso

Haber-Bosch)

Fijación industrial del nitrógeno  (FI)

N
2
 +  3H

2
   2NH

3

catálisis inorgánica,  200-300 atm, 1000ºC

Este proceso se realiza a altas temperaturas y presiones
en plantas industriales muy sofisticadas que pueden pro-
ducir unas 1000 toneladas de N por día. Pero resulta un
proceso oneroso para los países sin reservas petroleras
o de gas. El H

2
 proviene de reservas de gas natural, del

petróleo o del metano, que se agotan rápidamente.

Salidas de N del ecosistema
La desnitrificación es una de las causas más importan-
tes de pérdida de nitrógeno por vía biológica y consiste
en una respiración anaerobia de sustratos orgánicos o
inorgánicos, con nitrato como aceptor de electrones en la
cadena respiratoria. El producto final gaseoso, N

2
, N

2
O,

se pierde a la atmósfera. El amonio también se puede
volatilizar en condiciones de pH y temperaturas altas.

En resumen: este elemento sufre numerosas transforma-
ciones de origen biológico: mineralización-inmovilización,
óxido-reducción, fijación-volatilización. No se encuentran
las etapas de solubilización-precipitación ya que la mayo-
ría de los  compuestos nitrogenados minerales son solu-

Figura 2- Ciclo del nitrógeno: procesos de oxidación

y reducción. Las líneas punteadas indican que N
2puede producirse por otras reacciones además

de la clásica desnitrificación

 ➤

 ➤

 
➤

Reducción

N org.

NH
4
+ NH

2
OH N

2
N

2
O NO NO

2

–
NO

3

–

Oxidación
-3 -1 0 +1 +2 +3 +5



Lillian Frioni170

La naturaleza del resto del nitrógeno es difícil de determi-
nar, integra los heterociclos de las moléculas húmicas,
lentamente degradables. Es probable que el N-aminoáci-
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está constituido por aminoácidos, un 3-10% de aminoazú-
cares y una pequeña cantidad de bases derivadas de ADN
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La fuente primaria de nitrógeno para el suelo la constitu-
ye la atmósfera, en donde el N
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 representa un 79%. En el

cuadro 1 se observa que la mayor reserva de nitrógeno la
constituyen las rocas primarias (98% de todo el N
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), le

sigue la atmósfera, luego las rocas sedimentarias, los se-
dimentos marinos y el reservorio más pequeño lo consti-
tuye el suelo (sobre cada hectárea de suelo se acumulan
80.000 ton de N
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), de la litósfera (37 kg/cm2) y de las ro-

cas sedimentarias (872 kg/cm2).

Como se observa, existe una gran masa de nitrógeno atra-
pado en las rocas como N

2
  no directamente aprovecha-

ble por los vegetales. El cuadro 2 cuantifica procesos que
involucran a compuestos con nitrógeno y la figura 2 (Fen-
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do-reducción de este elemento, que pasa de -3 en el amo-
níaco y en la materia orgánica, 0 en el N
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 hasta + 5 en los

nitratos (cambio neto de 8 electrones). Como se aprecia
el amonio puede ser convertido en un gran número de
productos.

Cuadro 1- Reservas de nitrógeno en
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ton N
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 (97,8%)

atmósfera       3,9 x 10
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 ton N
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Entradas de N a los ecosistemas
1. De naturaleza biológica: constituye la fijación biológi-
ca del nitrógeno (FBN), realizada por protistas inferiores
dotados de un complejo equipo enzimático, la nitrogena-

sa, capaz de reducir los triples enlaces de la molécula del
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asa para
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De los nutrientes fundamentales para el desarrollo vege-
tal, el nitrógeno constituye uno de los elementos sobre
cuyas transformaciones en el suelo se han realizado más
investigaciones en los últimos años. Se presenta frecuen-
temente como limitante del crecimiento vegetal ya que es
removido en cantidades superiores al resto de los nutrien-
tes y además su nivel en los suelos es generalmente bajo.
Se emplea en la síntesis proteica, de ácidos nucleicos,
aminoazúcares y de otras moléculas de importancia en la
célula. Favorece el crecimiento vegetativo, el tamaño de
los granos y su porcentaje de proteínas; aumenta la ab-
sorción del fósforo y potasio.

La importancia del nitrógeno se reconoce en:
� la agricultura, incrementando los rendimientos, modifi-

cando la composición química y calidad de los vegetales
� el ambiente: los problemas ambientales asociados a

excesos de compuestos  nitrogenados son muy conoci-
dos. Las principales fuentes de contaminación de aguas
y suelos son  las prácticas agrícolas y las provenientes
de la atmósfera.  La industria vierte aguas con elevada
concentración de óxidos de N o amoníaco que contami-
na los cursos de agua. Se puede llegar a la eutrificación
(alta concentración de sales, incluidas las nitrogenadas)
de las mismas y a la contaminación de fuentes de agua
potable con nitratos, muy tóxicos.

Las transformaciones del nitrógeno en la naturaleza se
aprecian en la figura 1 y en el cuadro 1 se presentan las
reservas de nitrógeno en el planeta.

Formas de nitrógeno en el suelo
En la capa arable se encuentran valores entre 0,02 a 0,4%,

y más de 2% en suelos muy orgánicos. En suelos minera-
les en clima templado con 2-3% de materia orgánica en el
horizonte 0-20 cm y 0,12-0,15% de nitrógeno, los valores
de 2000-3000 kgN/ha aseguran las necesidades de los
vegetales por muchos años.

Sin embargo el agregado de 100 kgNO
3
–/ha, que corres-

ponde a menos del 1% del N de la capa arable, puede
favorecer el desarrollo vegetal. Este fenómeno se atribu-
ye al hecho de que la mayor parte del nitrógeno no puede
ser asimilado directamente por los vegetales. Gran pro-
porción del humus es resistente al ataque microbiano y
solamente una pequeña fracción del N orgánico (1-3%)
se mineraliza cada año.

La estabilidad del nitrógeno del suelo se explica por
 la formación de compuestos con constituyentes orgá-
nicos (taninos, fenoles, lignina) o por adsorción a
arcillas.

La mayor proporción del nitrógeno del suelo es orgánica

(98% del total) y menos del 2% son formas minerales, N
2
,

N
2
O, NO, amonio, nitritos y nitratos, de muchas de las

cuales depende la nutrición vegetal. Esta pequeña frac-
ción resulta muy importante porque es empleada como
nutriente, intermediarios metabólicos, donadores o acep-
tores de electrones o son productos finales de muchas
transformaciones de este elemento.

La fracción orgánica
� 20-40% se reconoce como aminoácidos
� 5-10% como aminoazúcares
� las bases púricas y pirimídicas no exceden al 1%
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bles en agua. El hombre incide en estas transformacio-
nes por el manejo que realiza de los ecosistemas, por la
tecnología de depuración de efluentes altamente conta-
minados y en el caso de suelos, por la aplicación de ferti-
lizantes y sustancias biocidas, la inoculación de microor-
ganismos fijadores de N

2
.

Mineralización-inmovilización

Las formas inorgánicas minerales amonio, nitrito y nitrato
se producen continuamente en el suelo por procesos de
mineralización y son la fuentes de nutrientes para los ve-
getales –amonio y nitratos–, los nitritos resultan tóxicos.
La mayor parte es soluble en agua y son desplazados
con ésta a horizontes no alcanzados por las raíces. La
fracción más retenida es el amonio que puede estar ad-
sorbido en forma intercambiable en el complejo arcilla-
humus o fijado dentro de las hojuelas de las arcillas y puede
representar una importante fracción en horizontes inferio-
res y hasta 3,5-8% del N total en la capa arable.

La determinación de estos iones posee un valor relativo
ya que son múltiples las vías que pueden seguir en el
suelo:
� volatilización del NH

3

� desnitrificación de los nitratos
� asimilación por vegetales
� inmovilización en células microbianas
� fijación a coloides (amonio)
� lavado, erosión, quemado

Sólo las mediciones periódicas pueden proveer informa-
ción sobre la dinámica de las formas del nitrógeno en eco-
sistemas naturales.

La mineralización del nitrógeno orgánico comprende
dos etapas:
� amonificación que libera NH

3
 a partir de moléculas or-

gánicas
� nitrificación, proceso por el cual se liberan nitritos o

nitratos, iones solubles en agua a partir de combinacio-
nes minerales u orgánicas.

La amonificación es realizada por un gran número de mi-

croorganismos heterótrofos y animales del suelo que ata-
can distintas moléculas orgánicas: urea, aminoácidos, pro-
teínas, aminoazúcares, ácidos nucleícos, sustancias hú-
micas. La nitrificación es la producción biológica de nitri-
tos o nitratos a partir de amonio o de combinaciones
orgánicas.

La inmovilización es el proceso simultáneo e inverso a
la mineralización, por la cual las formas minerales: amo-
nio, nitrito o nitrato entran a formar parte de combinacio-
nes orgánicas en el citoplasma microbiano (ciclo interno
de los elementos).

Amonificación

Sustrato: es muy variado, cualquier tipo de molécula or-
gánica nitrogenada.

Microflora: está integrada por innumerables especies de
bacterias, incluidos los actinomicetes, hongos, protozo-
os, algas, que poseen numerosas enzimas tanto extrace-
lulares como: proteinasas, peptidasas, quitinasas, lisozi-
ma, ARNasa, etc. o intracelulares (asparaginasa, gluta-
minasa, aminoácido deshidrogenasas).

Ambiente: como consecuencia de la falta de especifici-
dad en los sustratos, la amonificación es uno de los pro-
cesos menos sensibles a los cambios del ambiente y se
realiza tanto en aerobiosis como en anaerobiosis, bajo un
rango de pH compatible con actividad biológica, en regio-
nes frías, como en el rango termófilo.

Cmineralizado/Nmineralizado: en ecosistemas en equi-
librio, la relación C-CO

2
/Nmineral es aproximadamente

10/1. Con aportes de sustancias orgánicas, esta relación
se altera de acuerdo a la relación C/N de las mismas: una
relación alta provocará más liberación de CO

2
, si  el N%

de los restos vegetales es alto, la proporción de amonio y
nitrato será mayor.

Amonio: se considera un producto de desecho celular.
Una vez satisfecha la demanda microbiológica por el
nitrógeno, el resto metabolizado es eliminado como
NH

3
.
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Preguntas de repaso

1)Defina la primera etapa del ciclo del carbono, la que
asegura la síntesis de materia orgánica y los microor-
ganismos que participan.

2)¿Por qué el CO
2
 y el CH

4
 producen efecto invernadero?

3)Describa algún método de evaluar la actividad minerali-
zante de un suelo.

4)¿Cuáles son los principales constituyentes de los resi-
duos vegetales y cómo difieren en la facilidad de degra-
dación por la microflora del suelo?

5)¿Cómo distingue esta degradación de la del humus?
6)Explique la aplicación de dos métodos para evaluar la

degradación de un compuesto orgánico en el suelo.
7)¿Qué vías pueden seguir los hidrocarburos aromáticos

en el suelo?
8)Formación y consumo de metano. Consecuencias para

el ambiente
9)Concepto de humificación: como se determina la contri-

bución de sustancias precursoras?
10) Por qué resulta difícil estudiar la degradación del humus?
11) Analice el efecto de la incorporación al suelo de:

i) abonos verdes y ii) pajas de cereales.
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 Energía: la desaminación no provee de energía al micro-
organismo, pero la misma puede obtenerse del catabolis-
mo del esqueleto carbonado de la molécula: proteína,
ácidos húmicos, etc.

Evaluación: La evolución del amonio en suelos y aguas,
enriquecidos o no con sustancias orgánicas nitrogenadas,
se determina en el campo o en el laboratorio. Como el
amonio puede seguir distintas vías en la naturaleza lo que
evaluamos es la  amonificación neta, o sea la diferencia
entre el amonio producido y el que siguió otras vías en el
suelo. El empleo de compuestos con N15 permite evaluar
amonificación real.

Amonificación de aminoácidos y proteínas
Las proteínas constituyen un buen sustrato para la micro-
flora, a la que brindan la mayoría de los elementos para la
síntesis de macromoléculas: C, H, O, N, S. Son atacadas
por enzimas extracelulares según el siguiente esquema.

aerobiosis:

NH
3
, CO

2
, agua,

SO
4

=

proteína peptona péptido aminoácido

anaerobiosis: NH
3
,

CO
2
, aminas, ácidos

orgánicos, indol

Los aminoácidos son degradados rápidamente en sue-
los y aguas. Se encuentran libres en pequeña proporción,
producto de la actividad microbiana sobre proteínas, o son
excretados por las raíces. La actividad es mayor en ca-
pas superficiales, en las más profundas la adsorción a
coloides puede ser importante y la nitrificación menor.

Amonificación de ácidos nucléicos
Numerosos microorganismos del suelo poseen enzimas
extracelulares capaces de degradar ácidos nucleicos,
ADNasa y ARNasa, provenientes de células vegetales,
animales y microbianas con liberación de los mononucleó-
tidos, que son fácilmente atacadas por la microflora.

Pi

ARN, ADN mononucleótido azúcar NH
3
, aa

purinas urea
pirimidinas

Se liberan fosfatos por acción de fosfatasas vegetales o
microbianas. Las bases púricas o pirimídicas y el azúcar
resultante son empleados por una variada microflora apa-
reciendo en el medio amonio, aminoácidos, ácidos orgá-
nicos, urea, dependiendo de las condiciones y de los or-
ganismos dominantes. Acidos orgánicos y alcoholes acom-
pañan a aminas, amidas, CO

2
 y agua, en anaerobiosis.

Otros sustratos: urea, cianamida y fertilizantes de
amonificación progresiva
La urea se encuentra frecuentemente en los ecosistemas
naturales (fertilizantes, excreciones de animales o de la
hidrólisis de los ácidos nucleicos). Su degradación es muy
rápida y la microflora ureolítica es muy numerosa: com-
prende aerobios y anaerobios facultativos, cocos y baci-
los que soportan pH elevados resultantes de la liberación
de amoníaco:

NH
2

NH
2

   
C= O + H

2
O COO 2NH

3
 + CO

2

   
NH

2
NH

4

La cianamida cálcica es otro fertilizante empleado común-
mente. Por hidrólisis no biológica se forma urea, la que es
mineralizada por la población ureolítica:

CaCN
2
 + 2H

2
O H

2
CN

2
 + Ca(OH)

2

  +               ureasa
H

2
O CO(NH

2
)
2

2NH
3
 + CO

2

A los efectos de retardar esta hidrólisis y permitir que los
cultivos dispongan del nitrógeno a medida que lo requie-
ren, se emplean complejos a base de urea; la urea-
formaldehido es uno de ellos, la oxamida, otro:

(HC = N - C - N = CH -) n            H
2
N - C - C - NH

2

                O      O   O
urea-formaldehido       oxamida

La aplicación de estos fertilizantes, así como el empleo
de inhibidores de la nitrificación, posibilitan la toma gra-
dual de amonio por los cultivos, evitando su rápida oxida-

 ➤  ➤  ➤

 ➤

 ➤  ➤  ➤

 ➤ 
➤

 ➤  ➤

 ➤

 ➤  ➤
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dos reservorios: rápidamente degradable y resistente.
Ejemplo de estas predicciones en los TRM:

� material vegetal descomponible, vida media 0,16 años
� biomasa microbiana, vida media 1,69 años
� material vegetal resistente, vida media 2,31 años
� MO estabilizada físicamente, vida media 49-50 años
� MO estabilizada químicamente, vida media 1.980 años

Una aproximación similar ha sido empleada para simular
la dinámica de la materia orgánica en pasturas naturales
y en suelos tropicales, con sub-modelos para transforma-
ciones del N, P y S.

Las limitaciones señaladas a estos modelos incluyen:

� los componentes lábiles están en estado de continuo
cambio y su medida en un momento dado provee de un
índice relativo de disponibilidad de nutrientes bajo un
conjunto de condiciones

� no todas las fracciones (pools) pueden medirse experi-
mentalmente

� en condiciones de inmovilización neta, la biomasa fun-
ciona como reservorio de nutrientes en detrimento de la
nutrición vegetal

� el concento de reservorios y de modelos basados en
ellos no coincidirán con la realidad física, química y bio-
lógica

Sin embargo,  los avances logrados en métodos compu-
tacionales y en las técnicas analíticas para la determina-
ción de diferentes fracciones de la  materia orgánica, ha-
cen que estos modelos se vuelvan herramientas prácti-
cas que economizan tiempo y numerosos experimentos
de laboratorio y campo.

En resumen: aumentar y/o mantener el nivel de materia
orgánica de un suelo es un objetivo prioritario en todo
manejo agrícola. La aplicación de abonos orgánicos (res-
tos de cosechas, subproductos industriales) contribuye a
evitar la pérdida de humus en suelos sometidos a intensa
explotación.

Los principales factores a tener en cuenta para elevar el
contenido de materia orgánica de los suelos son: canti-

dad de materia orgánica aplicada, tipo de abono orgánico
empleado, duración de la experiencia.

A modo de resumen se presentan las figuras 13 y 14. La
figura 13 muestra las tasas de descomposición de dife-
rentes materiales orgánicos en el suelo y en la figura 14
se esquematiza la cinética de esta degradación. Se verifi-
ca que la fracción activa del residuo,  representada princi-
palmente por azúcares, proteínas, amidas y celulosa es
descompuesta en menos de un año, en tanto que otras
fracciones resisten la degradación.

Figura 14- Cinética de la degradación de restos vegetales
en el suelo

 * moléculas recalcitrantes

Figura 13-  Velocidad de degradación de restos orgánicos
en el suelo
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ción a nitratos, muy móviles en suelos donde el régimen
hídrico es intenso. El amonio es adsorbido en forma inter-
cambiable en el complejo coloidal del suelo, disminuyen-
do su lixiviación y resultan fertilizantes más seguros que
los nítricos.

Ecología
Como hemos visto este es un proceso muy poco especí-
fico, realizado por gran número de microorganismos he-
terótrofos adaptados a las más variadas condiciones eco-
lógicas.

La amonificación ocurre en todas aquellas condiciones
compatibles con la vida (que aseguran que el agua se
encuentre en estado líquido).

Temperatura: como con todas las reacciones biológicas,
una elevación de temperatura estimula el proceso. El óp-
timo del amplio grupo de amonificantes se ubica en el ran-
go termófilo.

pH:  puede llevarse a cabo desde pH muy bajos (3,5-4,0)
a superiores a 9,0. Una fuerte acidez retarda el proceso y
son sobre todo las bacterias anaerobias y los hongos los
activos en esas condiciones. A pH superiores dominan
los actinomicetes y algunas algas que pueden emplear
fuentes de nitrógeno orgánicas.

Cultivos vegetales: ejercen un doble efecto, por un lado
proveen restos orgánicos nitrogenados por descamación
de raíces, exudados, percolados a través de las hojas y
follaje, estimulan la amonificación real o bruta, pero tam-
bién absorbe a los iones amonio: la amonificación neta se
ve así inhibida.

En resumen: el proceso se realiza en amplias condicio-
nes ambientales, con innumerables sustratos y la micro-
flora responsable incluye  prácticamente a todos los mi-
croorganismos heterótros. La actividad sería máxima en
aerobiosis, temperaturas en el rango termófilo, neutrofilia
y humedades medias

Estabilidad de compuestos nitrogenados orgánicos

Numerosos investigadores han remarcado la estabilidad
de la fracción nitrogenada orgánica del suelo. En efecto,

en una estación de crecimiento se mineraliza entre 1 y
5% del N total; pero al agregar al suelo una proteína, ami-
noazúcar u otras formas de nitrógeno orgánico, éstas des-
aparecen muy rápidamente. Diversas hipótesis tratan de
explicar esta estabilidad (Dommergues, Mangenot, 1970).

� Formación de complejos entre proteínas y fraccio-

nes orgánicas del suelo, como lignina, compuestos
fenólicos o  sustancias del tipo del humus

� Complexación con minerales arcillosos: la adsorción
externa al complejo de intercambio del suelo (más fir-
memente si en la proteína dominan las cargas electro-
positivas) o la inclusión dentro de las hojuelas, posibili-
tan un retardo en la biodegradación. Esta hipótesis ex-
plica también la inhibición de enzimas extracelulares

� Toxicidad del ambiente: la vegetación o el metabolis-
mo microbiano producen sustancias inhibidoras cuya
concentración aumenta con la concentración hidroge-
niónica del medio y la anaerobiosis: cumarinas, tani-
nos, resinas, contribuyen a estabilizar la materia orgá-
nica en suelos forestales

La liberación se realiza gradualmente a medida que la
vegetación las requiere, evitando pérdidas importantes por
lavado o desnitrificación. Pero en algunos ecosistemas
este bloqueo puede ser negativo para la nutrición de las
plantas, como ocurre en horizontes superficiales (A

o
) de

formaciones forestales.

Nitrificación

La nitrificación se define como la conversión biológica
del nitrógeno desde un estado reducido  (NH

4
+, N-orgáni-

co) a otro más oxidado (NO
2
–, NO

3
–), a partir de compues-

tos orgánicos o inorgánicos, por una microflora auto y
heterótrofa.

Es un proceso biológico conocido desde hace mucho tiem-
po que se realiza en el suelo, en ambientes marinos, abo-
nos, y en los procesos de depuración de aguas servidas.
Ya en la época napoleónica se producía el nitro de Chile
en pilas de suelo, con abonos orgánicos y carbonato de
calcio. Pasteur postuló la naturaleza microbiana del pro-
ceso y hacia 1890 Winogradsky aisló a los microorganis-
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Las técnicas respirométricas son muy útiles en el estudio
de la mineralización del humus.

Se cuenta con poca información sobre la descomposición
de los ácidos húmicos en la naturaleza. Intervienen po-
blaciones complejas con especies que atacan sustancias
aromáticas, reuniendo en su conjunto al equipo enzimáti-
co necesario para degradar a las sustancias húmicas.

Las bacterias son activas sobre todo atacando las cade-
nas laterales alifáticas. Los actinomicetes pueden además
degradar moléculas aromáticas provocando decoloración
del medio.

Los hongos son activos degradadores de moléculas hú-
micas. Entre los productos de la degradación de los áci-
dos húmicos se han detectado residuos de la degrada-
ción de la lignina bastante como ácidos vaníllico y siríngi-
co. En suelos donde la lignina está ausente, como los
antárticos cubiertos de helechos, no se encontraron estos
productos. Otras sustancias que aparecen en la degrada-
ción, como flavonoides, pueden derivar de síntesis micro-
biana o de la vegetación.

Ecología
Carbono: fuentes de carbono fácilmente degradables
(0,5-2%) estimulan el crecimiento microbiano favorecien-
do la degradación del humus en el laboratorio. Para otras
especies la celulosa es más eficiente. El efecto sobre la
humificación es el mismo que analizamos en la degrada-
ción de otros biopolímeros: el aumento microbiano provo-
ca agotamiento de nutrientes y la población induce el equi-
po enzimático para degradar moléculas más complejas.

Nitrógeno: el de las cadenas laterales es asimilado por los
microorganismos aunque en menor grado que las formas
inorgánicas u orgánicas simples del suelo. Otras fuentes
nitrogenadas ejercen efecto variable según las especies.

Calcio: los humatos cálcicos son más fácilmente degra-
dados in vitro que los de sodio (efecto tampón favorable
para la actividad enzimática).

Arcillas: ejercen efecto protector: la oxidación de los áci-
dos húmicos es más lenta con illita y montmorillonita. El

aluminio refuerza el efecto estableciendo enlaces más
estrechos entre los coloides orgánicos y minerales.

La tasa anual de descomposición de la materia orgánica
es del orden de 1,8% en suelos pesados y de 2,2% en
livianos.

Modelos de simulación

Un importante objetivo en estudios de biodegración es la
organización de datos experimentales en modelos de si-
mulación a partir de los cuales se pueden efectuar predic-
ciones en relación a los ciclos de los nutrientes (C, N, P,
S), al almacenamiento de materia orgánica y al impacto
de prácticas de manejo de residuos en la calidad del am-
biente y en la productividad del suelo. Un paso importante
es la ubicación de la materia orgánica y de sus nutrientes
en compartimentos o pools, con distintos tiempos de reci-
clamiento o tiempos de residencia media (TRM) (Steven-
son y Cole, 1999).

 La materia orgánica ha sido fraccionada en:

� lábil, o activa que se degrada en pocas semanas o
meses, formada por mantillos, fracción liviana, la bio-
masa microbiana, fauna muerta y sus residuos y sus-
tancias no húmicas unidas a minerales. Se usa como
fuente rápida de nutrientes  para el desarrollo vegetal y
la actividad microbiana y es muy importante para man-
tener la productividad del suelo bajo agricultura susten-
table (manejo de los residuos, mínimo laboreo y escasa
fertilización). Esta fracción está relacionada al aporte
de restos y es afectada por los factores que inciden en
la actividad microbiana.

� estable, resistente a la descomposición y que persiste
en el suelo por pocos años o aun décadas o más tiem-
po. Está integrada por el humus, funciona como reser-
vorio de nutrientes y es importante en el balance a lar-
go plazo del carbono en el suelo.

Muchos modelos se han elaborado a partir de 5 comparti-
mientos que incluyen: la biomasa microbiana, dos formas
de materia orgánica estabilizada (en forma física o quími-
ca) y el componente de residuos vegetales, dividido en
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mos responsables. Confirmó la naturaleza biológica ca-
lentando una columna de suelo o tratándola con clorofor-
mo: el proceso cesaba y los nitratos volvían a formarse al
reinocular este sistema con suspensión de suelo fértil.

La nitrificación afecta a:

� Los cultivos, ya que constituye un proceso fundamen-
tal para la nutrición vegetal, los nitratos son fácilmente
absorbidos, en menor grado el amonio y los nitritos re-
sultan tóxicos.

� Al ambiente, pues una intensa nitrificación resulta mu-
chas veces perjudicial para el hombre. Los iones nitrito
y nitrato son solubles y por lo tanto móviles con el agua
que puede llevarlos lejos de la zona de absorción radi-
cal. El amonio, al ser fijado en el complejo de intercam-
bio, resulta menos móvil. La polución de las aguas por
los nitratos resulta un problema en los países que em-
plean grandes dosis de fertilizantes. Los nitratos se re-
ducen a nitritos en la sangre, uniéndose a la hemoglo-
bina que se convierte en metahemoglobina, molécula
que no funciona en la transferencia del O

2
. La  enferme-

dad es conocida como metahemoglobinemia (enfer-
medad de los chicos azules). Los estándares para con-
sumo humano son inferiores a 10 mg/L de N-NO

3
– para

el agua potable.

Nitrificación autótrofa
La nitrificación autótrofa puede dividirse en dos pasos, cada
uno realizado por un grupo particular de organismos:

I)  Nitritación: NH
4

+ +  1,5 O
2

NO
2

– +  2H+ +  H
2
O ∆∆∆∆∆G = 84 cal/mol

II) Nitratación: NO
2

–  + 0,5 O
2

NO
3

– ∆∆∆∆∆G = 17, 8 cal/mol

Son procesos metabólicos generadores de energía
(ATP): respiraciones aerobias con sustratos inorgá-

nicos (amonio y/o nitrito). Los microorganismos son qui-

miolitoautótrofos que aprovechan la energía y las coen-
zimas reducidas en la cadena respiratoria para sus ne-
cesidades plásticas, sobre todo para reducir el CO

2
 a

material celular.

Por los rendimientos energéticos se aprecia que se pue-
de originar cuatro veces más biomasa por la oxidación de
la misma cantidad de N cuando ésta es realizada por el
grupo I. En la naturaleza, en general, las densidades para
ambos grupos no difieren tanto.

Nitrificantes autótrofos
Son bacterias muy relacionadas pertenecientes a la fa-
milia Nitrobacteriaceae, gram negativas, que no forman
esporas, bacilos, cocos o espirilos, en general móviles por
flagelos polares.

Autótrofos obligados, muchos compuestos orgánicos les
resultan tóxicos, por alteraciones producidas en la esteri-
lización en autoclave. Fuentes de carbono: del CO

2
, bi-

carbonatos y carbonatos y de energía: de la oxidación de
sales amoniacales o nitrosas.

El cuadro 3 resume las características de los 4 géneros
de bacterias oxidantes de amonio y de los 3 oxidantes del
nitrito. Las especies más representativas son Nitroso-

monas europea y Nitrobacter winogradsky. Los nitrifican-
tes autotróficos secundarios, es decir, el resto de los que
figuran en el cuadro 3 aparecen en general en bajo núme-
ro y presentan rangos más estrechos de temperatura y
pH para su desarrollo. Otra importante diferencia la cons-
tituye la habilidad para crecer heterotróficamente de algu-
nas especies del segundo grupo. Nitrobacter agilis puede
crecer con materia orgánica y es estimulado por extracto
de levadura. Nitrobacter winogradsky posee mayor poten-
cial para crecer heterotróficamente que Nitrococcus y

Nitrospina. Piruvato y aminoácidos estimulan el crecimien-
to de Nitrosomonas europea.

Velocidad de crecimiento: comparada con la de la ma-
yoría de las bacterias heterotróficas, la v

c
 de las bacterias

nitrificantes es baja. Tiempos de generación de 8 horas
han sido informados en medio de cultivo. Se piensa que
en la naturaleza se sobrepasan las 20-40 horas. El desa-
rrollo en medio de cultivo se acelera con sales de bicarbo-
nato solubles o de álcali para contrarrestar la caída del
pH. El rendimiento celular es también bajo (0,15 kg bio-
masa/kg N-NH

4
+ oxidado para la nitritación y de 0,02kg de

biomasa/kg N-NO
2
– oxidado para la nitratación).

Eficiencias bioquímicas (N inorgánico oxidado/C-CO
2

asimilado) de 14-70/1 para Nitrosomonas y de 76-135/1
para Nitrobacter (gran capacidad sintética, la mayoría no
requieren factores de crecimiento). Como vimos, los oxi-
dantes del amonio obtienen más energía de la reacción y
deben metabolizar menos nitrógeno por unidad de carbo-
no asimilado.

 ➤

 ➤
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La relación más favorable para la formación de humus
estable parece ubicarse en la vecindad de 20/1 (los man-
tillos mejoradores, ricos en nitrógeno que se descompo-
nen rápidamente).

Es necesario también tener en cuenta la relación entre
los constituyentes lábiles y los estables, un predominio de
compuestos solubles estimulan una rápida mineralización,
y altos contenidos de lignina facilitan la humificación.

Los abonos verdes, ricos en nitrógeno y constituyentes
solubles y pobres en lignina, son rápidamente metaboliza-
dos, enriqueciendo poco en carbono al suelo y activando la
mineralización de la materia orgánica nativa. Los cultivos
anuales enriquecen menos al suelo en carbono que los
perennes. Un monocultivo de maíz posee menos poder de
humificación al compararlo con gramíneas forrajeras.

Las pajas de cereales con alto contenido de lignina favo-
recen la humificación.

El clima influye en la productividad (cantidad y calidad
del material vegetal) y directamente en la actividad bioló-
gica. La degradación del N del humus disminuye 2-3 ve-
ces por cada 10ºC de disminución de la temperatura. En
regiones frías aumenta considerablemente el nivel de hu-
mus. El congelamiento y descongelamiento disminuyen
la estabilidad de las moléculas húmicas. Por el contrario,
un congelamiento prolongado aumenta la estabilidad. La
desecación favorece la polimerización de sustancias pre-
húmicas (maduración). Suelos permanentemente húme-
dos presentan formas poco condensadas y móviles (áci-
dos fúlvicos).

Suelos: el contenido y calidad de las arcillas facilita la
humificación. Un pH alto favorece la actividad minerali-
zante y la humificación por bacterias. El calcio facilita la
floculación y maduración de las moléculas prehúmicas.

La humedad más favorable para la humificación se sitúa
en la vecindad del 60% de la capacidad de campo. La
saturación no favorece al proceso; los suelos saturados
son pobres en humus. Un insuficiente drenaje conduce a
humus bruto o a turba.

 Ocurrirá máxima humificación cuando los procesos ae-
robios y anaerobios estén correctamente balanceados.
Si la anaerobiosis es permanente, la humificación es
prácticamente nula y se conduce a la formación de tur-
bas. El proceso parece tener el óptimo en microaerofi-

lia o en condiciones de alternancia de períodos de

aerobiosis y anaerobiosis.

Actividad del hombre: el laboreo disminuye el nivel de
materia orgánica al romper los agregados y exponer la
materia orgánica a la biodegradación, pero el efecto de
mezclado favorece la calidad. Alternancias de cultivo y
barbecho favorecen la humificación. Los suelos cultiva-
dos presentan un humus más evolucionado, pero menos
abundante, que puede descender por debajo de niveles
críticos. Enterrar restos vegetales activa su mineralización
y una aplicación más profunda favorece la humificación
(condiciones micraerofílicas).

Deshumificación

Se encuentran gran número de dificultades en la investi-
gación de biodegradación del humus: los microorganis-
mos pueden crecer con ácidos húmicos pero emplean
solamente los compuestos asociados, como los aminoá-
cidos, dejando la estructura aromática intacta, hecho que
sumado a la falta de datos sobre la estructura exacta de
la molécula (si es que tienen una estructura básica co-
mún), tornan las comparaciones muy difíciles.

Además, las zonas claras alrededor de las colonias de-
sarrolladas en medios con ácidos húmicos no indican
necesariamente la degradación de los mismos; muchas
veces, ellos son precipitados alrededor de las células.

A pesar de estos inconvenientes parece correcto afirmar
que ciertos hongos, sobre todo Ascomycetes y Basidio-

mycetes, pueden degradar ácidos húmicos en el labora-
torio por reducción enzimática de grupos aromáticos car-
boxilo a aldehido y luego hasta alcoholes. Los sistemas
enzimáticos son adaptativos. En filtrados de cultivos de
hongos creciendo sobre ácidos húmicos se detectaron
alcohol salicílico y salicilaldehido.
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Cuadro 3-  Bacterias nitrificantes autótrofas

Género Morfología ( G+C) Crecimiento Habitat

Oxidantes del amonio

Nitrosomonas Bacilos rectos, 1-2 47,4 - 51 5 - 40º aguas frescas
flagelos, o inmóviles

Nitrosospira Espirilos, flagelos 54,1 25 - 30ºC suelo
perotricos o inmóviles

Nitrosococcus Cocos en pares o 56,5 - 51 2 - 30ºC suelo
tétradas, móviles con pH 6,0 - 8,2
1 flagelo o peritricos
o inmóviles

Oxidantes del nitrito

Nitrobacter Bacilos cortos, móviles 60,7 - 61,7 5 - 40ºC suelo, mar,
con flagelo polar pH 5,7-10.2 aguas frescas

o inmóviles

Nitrospira Bacilos largos, inmóviles 57,7 20 - 30ºC mar

Nitrococcus Cocos con citomembranas 57,7 20 - 30ºC mar
muy ramificadas pH 7-8

Aislamiento: resulta difícil y es frecuente la presencia de
contaminantes muy relacionados morfológicamente como
Pseudomonas, Hyphomicrobium, Mycobactrium, Flavo-

bacterium.  Su lento crecimiento dificulta la eliminación de
estos contaminantes.

El aislamiento puede realizarse en forma:

� Directa: por agotamiento en cajas de Petri con sílico-
gel nutritivo: solución salina, sales de amonio o nitritos,
carbonato de calcio. Las microcolonias se detectan por
el halo transparente por disolución del carbonato por
los ácidos producidos.

� Por enriquecimiento previo en el mismo medio selec-
tivo líquido y varios pasajes en el mismo medio fresco,
que facilita el aislamiento en medio sólido.

La actividad es estimulada por burbujeo o agitación de los
cultivos líquidos ya que son aerobios estrictos. El pH ópti-
mo es ligeramente alcalino, pero pueden tolerar rangos
más amplios de pH en el suelo. Son mesófilos, la tempe-
ratura óptima se sitúa entre los 24 a 30ºC.

Mecanismo de la nitrificación autótrofa
La oxidación del amonio a nitrato implica la transferencia
de 8 electrones (-3 a + 5). La conversión de amonio a
nitrito ocurre en por lo menos dos pasos:

NH
4
+ +  0,5 O

2
NH

2
OH +  H+ ∆G = -0,7 kcal/mol

NH
2
OH +  O

2
NO

2
–  +  H

2
O +  H+ ∆G = -83,3 kcal/mol

Como se observa, la disminución de la energía libre en la
oxidación del amonio es pequeña comparada con la de
oxidación de la hidroxilamina. El proceso se estudió en
células intactas y en extractos libres de células. Se aisló
una oxidasa de la hidroxilamina relacionada al citocromo

c. Se sugiere que la hidroxilamina es convertida en un
intermediario que se descompone espontáneamente en
óxido nitroso, no oxidado por N. europea.

En la nitratación participa una nitrito oxidasa, inhibida por
cianuro e involucra el sistema citocromos:

cit c Fe+3 +  NO
2
–  →→→→→cit c Fe+2 + →→→→→ “NO

2
” (radical libre)  cit a

1
 Fe+2 + “NO

2
” +

NO
2

– +  0,5 O
2
 →→→→→cit a

1
 Fe+3 +  NO

3
–

globalmente:  NO
2

–  →→→→→ cit c →→→→→ cit a
1
 →→→→→ O

2

 ➤

 ➤
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Microbiología de la humificación
Los microorganismos participan en la formación de mo-
léculas húmicas, catalizando distintas reacciones bioquí-
micas. Algunos autores discuten si su rol es directo o
indirecto y una de las preguntas es cómo se concilia la
rápida mineralización de las sustancias vegetales con
su humificación.

Hipótesis:

� se postula la humificación de los restos que quedan en
microporos donde no llegan las bacterias, pero sí sus
enzimas, aunque no se puede olvidar la adsorción que
pueden sufrir las enzimas en su camino hacia el sustrato.

� las moléculas son rápidamente policondensadas o poli-
merizadas a partir de radicales libres formados por la
acción enzimática a altas concentraciones de sustan-
cias monoméricas, cuando los organismos capaces de
atacarlos están ausentes. Se puede seguir la humifica-
ción de hojas al microscopio.

� se sostiene que la humificación comienza en los restos
inmediatamente luego de la muerte celular, cuando las
enzimas autolíticas están activas, pero la destrucción
aún no ha comenzado (condensación de aminoácidos
de la hidrólisis proteíca con quinonas y polifenoles).

Las sustancias pardas aparecen en las células antes que
los tejidos lignificados presenten alteraciones visibles.
Cuando las células se descomponen, estas sustancias se
liberan al suelo, pudiendo adsorberse a arcillas y prote-
gerse del ataque microbiano.

Rol de los microorganismos
Se señala la importancia de los microorganismos y de la fau-
na en los distintos procesos que conducen a la humificación:

� mineralización de materiales originales,
� formación de subunidades estructurales y su
� posterior condensación.

Especies de Penicillum, Aspergillus y Actimomyces en
medios con azúcares acumulan sustancias oscuras del
tipo del humus, con péptidos y polifenoles. Los tipos más
maduros se formarían a partir de estas moléculas por ac-
ción microbiana y procesos químicos y fisicoquímicos.

La condensación es estimulada por oxidasas producidas
por microorganismos del suelo o aguas o del tracto diges-
tivo de la fauna. La acumulación de pigmentos marrones
oscuros es evidenciada en bacterias como Pseudomonas

sp. en medio con extracto de levadura, glucosa y tirosina.
Sustancias fenólicas y quinonas se transforman en polí-
meros tipo humus en las mismas células bacterianas por
acción de fenoloxidasas. El espectro IR de las mismas
es similar a los de los ácidos húmicos sintéticos y se frac-
cionaron en ácidos húmicos y fúlvicos.

Tanto la biosíntesis como la biodegradación de moléculas
del tipo de las del humus ocurren simultáneamente por
acción de una variada micropoblación que pone en juego
un complejo y no bien identificado equipo enzimático.

Factores que afectan a la humificación
Entre los principales factores que afectan el proceso cita-
remos: vegetación, actividad biológica del suelo, clima,
tipos de suelos, actividad del hombre.

La vegetación: aporta materias primas y es fuente de
energía y nutrientes para los microorganismos. El cultivo
afecta el microclima del suelo, la estructura por acción de
las raíces y la atmósfera del suelo, por respiración de ór-
ganos subterráneos.

C/N de los restos: relaciones menores de 25/1 estimu-
lan rápida mineralización, limitando el potencial de hu-
mificación, relaciones altas conducen a acumulación de
humus libre.

hidratos de carbono sustancias aminadas lignina residuos no descompuestos

de restos vegetales
50-60% de la MS

1-3% 10-30%

celulosa
hemicelulosa
aminoácidos
aceites
ceras

descomposición
microbiana

oxidación
apertura:
p-OH
benzaldehido,
ác. vanillico

núcleos
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ácidos
azúcares
alcoholes

síntesis microbiana

aa
amonio

compuestos con N
polisacáridos

quinona melanina
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Figura 12- Esquema del proceso de humificación
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El poder reductor (NADH) se genera en estas bacterias
por transporte inverso de electrones en la cadena respira-
toria, con consumo de ATP ya que el potencial redox de
los pares amonio-nitrito y nitrito-nitrato no son suficiente-
mente negativos para reducir el NAD+ (capítulo 3).

Nitrificación heterótrofa
Los nitrificantes heterótrofos constituyen un grupo me-
nos especializado que requieren medios con sustratos
orgánicos con amonio o nitritos y pueden acumular nitri-
tos o nitratos cuando el crecimiento cesó. Los organis-
mos son bacterias, incluidos los actinomicetes, y hongos.
Aspergillus flavus es reconocido en la oxidación del amo-
nio hasta nitrato, a partir de nitropropionato con un equipo
enzimático especializado, con  nitrito intermediario:

    peroxidasa
3 nitropropionato     → NO

2
–  + CO

2
 + H

2
O

Energía: su principal fuente proviene de sustratos orgáni-
cos pero la energía liberada es escasa y no satisface los
requerimientos plásticos de los microorganismos (no está
acoplada a procesos de biosíntesis).

Sustratos: pueden ser amonio, nitrofenoles, oximas,

amidas, hidroxilamina, nitropropionato. Algunos de ellos
tienen carácter de factores de crecimiento, sobre todo los
ácidos hidroxámicos, involucrados en la toma de hierro, por
formación de quelatos (sideróforos). Otro grupo tiene ca-
rácter biocida como la actidiona, ácido aspergílico (lucha
biológica) y otros poseen carácter mutagénico como nitrito,
hidroxilamina y derivados nitrosos (Myrold, 1998).

El cuadro 4 resume datos sobre la nitrificación heterótro-
fa, comparándola con la autótrofa. Como se aprecia, la
velocidad del proceso autótrofo es 103-104 veces mayor
que el heterótrofo y la capacidad de formación de produc-
tos finales es del orden de 102 a 103 veces superior.

El rol de los nitrificantes heterótrofos en la provisión de
nitratos para los vegetales es controvertido. Si bien su efi-
ciencia es baja, su densidad puede ser alta en ciertas con-
diciones, acumulándose cantidades importantes de nitró-
geno mineral (suelos de bosque). Pueden además, ac-
tuar cuando los autótrofos no pueden sobrevivir: altas tem-
peraturas, bajo nivel de O

2
, pH ácidos.

Cuadro 4- Nitrificación autótrofa y heterótrofa

Organismo sustrato producto final velocidad concentración

µgN/día/g biomasa µgN/mL

Arthrobacter spp NH
4

+ 
 succinato hidroxilamina, 12 0,2

nitrito 375
nitrato 250

NH
4

+
   y  N-orgánico nitrito - 1,6

nitrato - 14,1
NH

4

+
 y acetato hidroxilamina 4.500 15,0

nitrito 9.000 18,0
nitrato 660 2,0
ác. hidroxámico 600 6,0
1-nitroetanol 300 10,0

Pseudomonas acetaldoxina nitrito 2.000 150,0
aeroginosa

Hansenula marakii nitroetano nitrito 1.680 2,8
nitropropano

Aspergillus flavus ác. 3 nitropropiónico 1.400 45,0
NH

4
+ y sacarosa nitrato 1.350 75.0

Nitrosomonas spp NH
4
+ nitrito 1,3 x 106 2-4 x 10 3

Nitrobacter NO
2
- nitrato 5,7 x 10 6 2-4 x 10 3

 ➤  ➤
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 Los ácidos húmicos pardos están poco polimerizados y
débilmente ligados a la fracción mineral, los ácidos húmi-
cos grises son muy polimerizados y están ligados a los
himatomelánicos.

� la humina residuo insoluble en ácidos y bases, materia
orgánica muy evolucionada y difícil de separar de la ma-
teria orgánica fresca: una fracción es soluble en HCl
5N; el resto se une a arcillas, por lo que se requiere el
empleo de HF para su extracción.

En las sustancias húmicas más condensadas predomina-
rían los núcleos, con iso o heterociclos, como derivados
del benceno, antraceno, furano, piridina, que pueden con-
densarse por puentes alifáticos, oxígeno, nitrógeno o por
unión directa entre anillos. Estos enlaces le dan a la mo-
lécula gran estabilidad química y biológica.

El nitrógeno de las cadenas laterales representa un 30–
35% del total, es fácilmente hidrolizable y es de origen
proteíco, el resto de N del humus estaría condensado como
pirrol, indol,etc. o bien formaría puentes entre bencenos y
es más resistente a la degradación.

Precursores del humus y proceso de humifica-
ción
Varias hipótesis tratan de explicar los procesos que
conducen a la formación de estas macromoléculas:

Las sustancias rápidamente degradables como la ce-
lulosa, hidratos de carbono simples, juegan un impor-
tante rol en la formación del humus. Luego de 7 días
en el suelo, un 70-75% del C14 de la glucosa se locali-
zó en fracciones húmicas, mientras que el C14 de ace-
tato se distribuyó luego de 6-9 horas en la humina, áci-
dos fúlvicos y húmicos, en forma similar al carbono de
la paja.

La lignina se reconoce como precursora del humus que
se condensa con materiales proteícos de origen micro-
biano. Su participación ha sido señalada en numerosos
trabajos: un 34% de la radioactividad de los ácidos húmi-
cos se originó en la lignina, mientras que sólo un 6% lo
hizo a partir de la celulosa.

El carbono de células microbianas contribuye a la frac-
ción más simple del humus, los aminoácidos.

La figura 12 (Allison, 1973) presenta un esquema de for-
mación de moléculas húmicas. En los últimos 50 años
se han realizado numerosos estudios sobre la síntesis
de la fracción orgánica del suelo. En el laboratorio una
serie de reacciones condujeron a distintos tipos de hu-
mus artificial. Los microorganismos se consideran inter-
mediarios en estos procesos; los restos de sus células y
sus productos metabólicos constituyen etapas en una
serie de reacciones. Los pigmentos microbianos como
las melaninas son muy estables a la degradación, son
parcialmente solubles en soda y se extraen en la frac-
ción humus.

En el suelo los procesos son más lentos que en el labora-
torio, pero las reacciones se aceleran por:

� la gran actividad superficial de las partículas (catálisis
inorgánica)

� los sinergismos microbianos que posibilitan la forma-
ción de los mismos productos finales.

La estabilidad del humus es muy grande. En turbas con-
geladas de Alaska se estimó la edad de estas moléculas
entre 1.775 +/- 110 y 11.005 +/-350 años (a 1 m de
profundidad). A los 2 metros esta edad podría llegar a
25.300+/-300 años. En suelos templados esta edad es
menor como consecuencia del mayor reciclamiento de la
materia orgánica.

En resumen, se piensa que el humus es el producto de
neosíntesis a partir de compuestos más o menos solubles
originados en la descomposición de la materia orgánica fres-
ca, mediante la combinación de procesos biológicos y físi-
co-químicos, durante un largo período de tiempo.

La adición de materia orgánica al suelo puede provocar
estimulación de la descomposición de la materia orgáni-
ca nativa. Este fenómeno se refiere como efecto reno-

vador (priming effect) y fue observado luego del enri-
quecimiento del suelo con materia orgánica simple o res-
tos vegetales.
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Ecología
Se analizarán aspectos ecológicos de la nitrificación autótro-
fa por su importancia cuantitativa y por el hecho de estar más
afectada por las condiciones del medio. La gran similitud fi-
siológica de las especies actuantes explica en parte la sensi-
bilidad a condiciones del ambiente: el proceso puede no ocu-
rrir o ser extremadamente lento en suelos anegados, de pH
muy bajo, o bajo temperaturas muy altas. Como la amonifi-
cación es un proceso menos específico, en el suelo se acu-
mulará amonio.

Analizaremos el efecto de los principales factores:
Nivel de nutrientes: el sustrato energético puede ser el
factor limitante: amonio o nitrito. Nitrosomonas general-
mente oxida 35 unidades de nitrógeno y Nitrobacter unas
100 unidades de nitrógeno por cada C-CO

2
 asimilado.

La producción de nitratos es proporcional al amonio dis-
ponible. El carbono no es una limitante ya que lo toman
del CO

2
, carbonatos, bicarbonatos. El nitrito puede acu-

mularse cuando se inhibe la actividad de los oxidantes
del nitrito, como ocurre luego de aplicar altas dosis de
urea, amoníaco anhidro o sales de amonio, a pH alto.
La autoecología de estos grupos nos explica ya esta inhi-
bición (cuadro 5).

Se observa que el primer paso de la oxidación es más
versátil. Condiciones adversas de pH, temperatura o do-
sis altas de fertilizantes amoniacales, conducen a la acu-
mulación de nitritos, tóxicos para los vegetales y la mayo-
ría de los microorganismos.

Cuadro 5- Autoecología de Nitrosomonas

y Nitrobacter

pH Temperatura N- amoniacal

Nitrosomonas tolera pH aun activo tolera altas dosis
altos y bajos a bajas

temperatura

Nitrobacter inhibido a pH: inactivo inhibido a altas
dosis

superiores a 9,0 sobre 40º e
inferiores a 5,0 inferior a 5ºC

Muchos suelos fijan grandes cantidades de amonio en los
coloides. El potasio, catión que también es fijado, interfie-
re en la nitrificación del amonio atrapado entre las hojue-

las de las arcillas. A medida que se incrementa el nivel de
potasio agregado, disminuye la nitrificación del amonio fi-
jado.  Los nutrientes que afectan a la amonificación, como
el nivel y calidad de la materia orgánica, afectan indirecta-
mente a la nitrificación.

pH:  existe alta correlación entre la nitrificación y el pH del
suelo. En medios ácidos, la nitrificación está inhibida o es
muy lenta (debajo de pH 6,0). Mientras que el pH óptimo
de Nitrosomonas se ubica en el rango de 7 a 9 y aún más
alcalino, para Nitrobacter se sitúa en la neutralidad o lige-
ramente alcalino. La nitrificación a bajos pH se explica por:

� cepas adaptadas a pH ácidos
� el proceso se realiza en microhabitats donde el pH es

neutro a diferencia del resto del suelo.

La población nitrificante autótrofa es mayor en suelos neu-
tros o ligeramente alcalinos y el encalado favorece el pro-
ceso en suelos ácidos, que presentan una gran fase de
latencia (varios días) en la aparición de los nitratos (ejem-
plo de la incidencia favorable del hombre sobre un proce-
so microbiano).

La figura 3 esquematiza resultados de la percolación cíclica
de distintas sustancias a través de una columna de suelo.

� un aminoácido, que presenta una fase de latencia en
la aparición de los nitratos requerida para la amonifica-
ción previa

� la nitrificación de sales amoniacales presenta un pe-
ríodo de corta latencia correspondiente a su oxidación
a nitrito

� los nitritos son inmediatamente oxidados

Figura 3-  Nitrificación de varios sustratos
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Humus

La materia orgánica fresca desaparece rápidamente en
ambientes naturales. El siguiente esquema muestra las
posibles vías metabólicas en el suelo (figura 11).

El humus está constituido por mezcla de sustancias amor-
fas, que es originado de la fitomasa parcialmente descom-
puesta y de la síntesis microbiana. Son moléculas elásti-
cas, de carácter ácido, de alto peso molecular y naturale-
za coloidal, de gran superficie interna y externa, origina-
das por la acción de procesos físico-químicos y biológi-
cos a expensas de productos de la degradación de la
materia orgánica.

Su lenta mineralización (1-2% al año) hace de estas sus-
tancias el verdadero reservorio de nutrientes del suelo,
liberándose lentamente los iones minerales aprovecha-
bles por los vegetales.

El contenido y calidad de estas sustancias está en rela-
ción directa con la fertilidad del suelo por sus propiedades
y es inclusive empleado en formulaciones comerciales de
los llamados “bioestimulantes orgánicos” (cuadro 14).

Caracterización de las sustancias húmicas
La naturaleza de estas sustancias varía con los suelos, el
clima, la cubierta vegetal, las prácticas agrícolas. La ex-
tracción del humus sin provocar alteraciones resulta muy
difícil. Algunos autores emplean solventes de alta densi-
dad (bromoformo-benceno de densidad 2) para separar
la materia orgánica poco transformada y más liviana, del
humus y la fracción mineral, que decantan. Los compues-
tos húmicos se extraen con soluciones alcalinas, aunque
se corre el riesgo de extraer también el humus libre que
puede condensarse (neoformación). Otros solventes em-
pleados incluyen oxalato de amonio, FNa, pirofosfato de
sodio.

Por hidrólisis ácida se liberan aminoácidos, azúcares,
aminoazúcares y una fracción permanece no hidrolizable,
con núcleos parecidos a los de la lignina, sólo degrada-
dos por tratamientos muy drásticos como pirólisis ácida o
alcalina, fusión alcalina, H

2
O

2
 en caliente, etc.

Los análisis elementales indican en promedio:

45-65% en carbono, 30-40% en oxígeno, gran abundan-
cia de grupos metoxilo (-OCH

3
), fenoles (-OH), carboxilo

(-COOH), poco nitrógeno (para algunos autores se trata-
ría de impurezas) y S, P, Fe, etc.

Esta composición elemental se parece a la de la turba,
pero el origen y la actividad difieren mucho.

Cuadro 14- Principales efectos del humus en
el suelo y las plantas

� mejora condiciones físicas, como agregación,
aireación, retención de agua, intercambio calóri-
co y permeabilidad del suelo

� aumenta la superficie espécifica, la CIC o el efecto
tampón actúa como agente de complexación, que-
lación y retención de nutrientes y xenobióticos

� ejerce efectos fisiológicos, como permeabildiad de
membranas, absorción de nutrientes, actividad en-
zimática y fotosíntesis

� ejerce acción protectora y actúa como fuente de
nutrientes para los microorganismos

� actúa como reservorio de N, P, S, micronutrien-
tes

Se distinguen varias fracciones:

� los ácidos fúlvicos que quedan dispersos o disueltos
luego de acidificar el extracto alcalino con HCl o H

2
SO

4

� los ácidos húmicos, extraíbles en álcali pero que preci-
pitan a pH 2,5 y dan una fracción soluble en etanol

� los ácidos himatomelánicos

mineralización rápida
restos vegetales

síntesis de complejos
húmicos coloidales

humificación
mineralización lenta

N2 atmosférico

reorganizaciónestructuras
aún organizadas

CO2, NH3, SO4

=

PO4

-3
, Fe

++

Figura 11-  Degradación y humificación de restos vegetales
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Oxígeno: es un requerimiento obligado en el proceso. La
estructura del suelo tiene gran efecto: la nitrificación es
inversamente proporcional al tamaño de los agregados.

Humedad: es otro de los factores que afectan profunda-
mente a la nitrificación autótrofa ya que regula el nivel de
oxigenación del suelo. La formación de nitratos cesa cuan-
do el nivel de humedad es inferior al punto de marchita-
miento permanente, mientras que la amonificación es aún
activa. La figura 4 presenta la nitrificación en suelo franco
limoso con 500 mg/kg de N-NH

4
+ como fosfato diamónico

y sometido a diversas tensiones de succión desde 0
(saturado) hasta 15 barias e incubado a 21ºC. En gene-
ral, se podría aceptar la siguiente escala de tensiones de
humedad para una máxima acumulación de nitrato:

0,1 > 0,33 > 1 > 5 > 15 > 50 > 0 barias

ques de coníferas, ricos en sustancias fenólicas. La inten-
sa inmovilización de formas minerales del nitrógeno por
microorganismos heterótrofos explica también la dismi-
nución de nitratos en rizosferas. Se evitan así pérdidas
por lavado o desnitrificación de los nitratos formados, en
ambientes de baja tensión de O

2
.

Estación del año: el efecto de la estación está condicio-
nado por la interacción de numerosos factores como la
disponibilidad de nutrientes, la temperatura, la humedad,
la aireación, etc. No puede predecirse en que épocas del
año el nivel de nitratos será mayor. En general, en la re-
gión templada la producción de nitratos es más activa en
primavera y otoño, más lenta en verano e invierno. Pero
las fluctuaciones de temperatura y humedad y las prácti-
cas culturales pueden alterar este comportamiento.

En resumen: la nitrificación autótrofa es rápida en suelos
húmedos y aireados, bien drenados y de buena estructu-
ra, lenta en suelos pesados. El óptimo de humedad varía
considerablemente con los suelos, se citan óptimos entre
1/2 y 2/3 de la capacidad de campo (cuadro 6).

Cuadro 6- Factores que afectan a la nitrificación
en suelos

� Contenido de agua: la estimula hasta un 60% de
CC, luego se limita

� La fertilización con amonio o abonos orgánicos
la favorecen (alto nivel de NH

4
)

� Humedad y temperatura: suelos húmedos y fríos
limitan el proceso y las pérdidas de  N se pueden
limitar fertilizando en otoño

� Población nitrificante: para oxidar 1 mg N/kg sue-
lo/día se necesitan 300.000 organismos. Suelos
con bajo N pueden contener 1.10

4
 nitrificantes/g.

� El pH: favorable en el entorno del neutro (micro-
ambientes)

El rehumedecimiento de suelos secos estimula la nitrifi-
cación. Se explica este hecho por la acción de enzimas
liberadas por células muertas en la desecación, que per-
manecerían adsorbidas a la fracción organo-mineral del
suelo que se sumarían a las presentes en las células vi-
vas. La temperatura favorece el proceso.

0,1

0,33

1

5

15

saturado

300

200

100

0

N-NO
3

–

mg/kg

0 5 10 15 20 días

Temperatura: la temperatura óptima tanto en el suelo
como en medios de cultivo se ubica entre 28 y 36ºC, aun-
que pueden aparecer nitratos por encima de 40ºC por
acción de cepas adaptadas. Varios autores determinaron
que aún a temperaturas tan bajas como 2ºC la nitrifica-
ción puede alcanzar valores considerables si el amonio y
la densidad de microorganismos nitrificantes no son limi-
tantes.

Efecto rizosférico: la atmósfera en la vecindad de las
raíces es más pobre en O

2
 y más rica en CO

2
 que la at-

mósfera sobre el suelo, debido a la actividad respiratoria
de la mayoría de los heterótrofos. La nitrificación, por lo
tanto, será menor. Se cita también la inhibición de algu-
nos cultivos sobre este proceso, sobre todo de los bos-

Figura 4- Nitrificación a diferentes tensiones
de humedad (barias)
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CO
2
 +  4H

2
          CH

4
 +  2H

2
O

Los ácidos orgánicos simples acumulados en estos am-
bientes anaeróbicos son empleados también por las me-
tanobacterias. La biosíntesis de metano está limitada a
un grupo especializado de bacterias anaerobias que ha-
bitan suelos inundados, pantanos, abonos en fermenta-
ción, sedimentos marinos y tracto intestinal de animales
superiores. Son difíciles de aislar en cultivo puro y la pro-
ducción de CH

4
 es muy activa en poblaciones mixtas.

Methanobacterium, Methanosarcina y Methanococcus,
son los principales géneros encontrados en el suelo y ac-
túan al final de una cadena trófica (capítulo 21).

Otro hidrocarburo simple encontrado en ecosistemas na-
turales es el etileno, liberado por numerosas especies de
hongos, bacterias esporuladas y actinomicetes. A bajas
concentraciones actúa como una fitohormona: produce
elongación de raíces y desarrollo de raíces laterales.

Otros hidrocarburos volátiles: etano, propano, propile-
no, son formados en atmósferas anaerobias, a partir de
miembros de la microflora del suelo. Los de mayor impor-
tancia son el metano y el etileno.

Hidrocarburos de alto peso molecular
Son formados por bacterias, algas y esporas fúngicas, o
llegan a los ecosistemas naturales con el petróleo, para-

finas y sus derivados. Los solventes de muchos pestici-
das tienen estructura de hidrocarburos y llegan al suelo o
aguas donde deben ser degradados.

Los compuestos de cadena alifática son atacados por
una variada micropoblación muy extendida en los sue-
los: se informaron densidades de 105/g suelo cuando se
emplea parafina como sustrato. La velocidad de la de-
gradación está relacionada con la longitud de la cadena
y al grado de ramificación de la molécula. Muchos mi-
croorganismos degradan hidrocarburos alifáticos pero no
los pueden usar como fuentes de carbono. Este fenó-
meno conocido como cometabolismo implica que las
células deben metabolizar una segunda fuente orgáni-
ca. Los productos de la descomposición del hidrocarbu-
ro, al no ser asimilados, quedan en el medio: alcoholes,
aldehidos, ácidos grasos. El ácido acético se origina

desde un extremo de la cadena por β-oxidación. Pue-
den acumularse también cetonas.

Los hidrocarburos aromáticos benceno, tolueno, xileno

y sus derivados son atacados por numerosos microorga-
nismos del suelo. La ausencia de toxicidad en un ambien-
te dado indica que los organismos heterótrofos están ac-
tuando como agentes desintoxicantes. La evolución del
CO

2
 o la consumición del O

2
  verifica  estos hechos en

ensayos de laboratorio.

Una microflora más especializada descompone molécu-
las como fenol, naftaleno, antraceno, con 1, 2 y 3 ani-
llos bencénicos. Son sobre todo bacterias típicas y acti-
nomicetes. Los organismos filamentosos son importantes
en la degradación de constituyentes aromáticos deriva-
dos del humus. El O

2
 es fundamental en los procesos de

apertura del anillo.

Las primeras etapas del metabolismo comprenden la re-
moción de cadenas laterales y la introducción de grupos -
OH. Los grupos metilo se convierten en carboxilo antes
de la apertura del anillo.

Biosólidos y restos animales

La aplicación residuos animales al suelo es de práctica fre-
cuente y su degradación está asegurada por la actividad
biológica del mismo, pero la acumulación de grandes canti-
dades de ellos puede generar problemas en relación a:

� exceso de nitrógeno y riesgo de contaminación de aguas
superficiales y subterráneas con nitratos, sobreviven-
cia y transporte de patógenos microbianos

� excesiva cantidad de fósforo que acompaña a muchos
abonos y biosólidos (restos industriales y municipales)
con riesgo de eutrofización de aguas

� materiales tóxicos (metales pesados y sustancias xe-
nobióticas) pueden inhibir la degradación de los restos
carbonados.

Es necesario regular la incorporación al suelo de
estos restos y/o aconsejar un compostaje previo
(capítulo 21).
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Inhibidores de la nitrificación
Para disminuir pérdidas de nitrógeno por lavado o desni-
trificación en suelos sin cubierta vegetal importante o que
sufre frecuentes períodos de anegamiento, se han desa-
rrollado investigaciones tendientes a inhibir la nitrificación.

Es sabido que:
� los herbicidas e insecticidas empleados en dosis nor-

males no afectan al proceso
� los fungicidas y fumigantes ejercen gran acción como

inhibidores de la nitrificación, aun en dosis normales
� otras sustancias son empleadas como el 2 Cl 6

(tri Cl metil) piridina, conocido comercialmente como
N-serve; 2-amino-4 Cl-6 metilpiridina (AM); dicianodia-
mida; tiourea; 2-sulfanilamidotiazol (ST); los tiazoles;
triazinas; isocianatos, etc. El N-serve es uno de los más
frecuentemente empleados que inhibe a los autótrofos
pero no a los nitrificantes heterótrofos y se usa mucho
en áreas arroceras sometidas a alternancias de secado
e inundación.

El inhibidor es degradado con el tiempo y la nitrificación
recomienza, con el activo desarrollo del vegetal. El éxito
del método está vinculado a la velocidad a la que la mi-
croflora degrada al inhibidor.

Ciclo interno del nitrógeno (mineralización-
inmovilización). Biomasa microbiana

El nitrógeno mineral es asimilado por los microorganis-
mos y pasa a formar parte de combinaciones orgánicas
en las células. Como deja de estar por un tiempo disponi-
ble para los vegetales, se dice que ha sido inmovilizado.

Este bloqueo del N mineral es transitorio, ya que las mo-
léculas orgánicas son liberadas al ecosistema por proce-
sos de excreción o a la muerte celular, donde son rápida-
mente mineralizadas.

La biomasa microbiana producida representa una inmo-
vilización temporaria de energía, carbono y elementos

minerales, los que van siendo gradualmente liberados para
los vegetales.

A las transformaciones cíclicas de mineralización-inmovi-
lización que ocurren simultáneamente se les agrupa en el
llamado ciclo interno del nitrógeno, ya que ocurren en
el interior de los microorganismos, mientras que  las trans-
formaciones que ocurren con la participación de los vege-
tales, la atmósfera, etc. se agrupan en el ciclo externo o

ciclo biogeoquímico. La figura 5 presenta un esquema
de las transformaciones de los nutrientes en ecosistemas
terrestres.

� Mineralización bruta o real: es la cantidad total de ni-
trógeno mineral producido. Se puede evaluar también
la amonificación y/o nitrificación bruta. Estos iones no
constituyen productos finales estables y pueden seguir
múltiples vías en el suelo (cuadro 7) y resulta difícil eva-
luar estos procesos si no se emplean elementos mar-
cados (N15).

� Mineralización neta: se evalúan las cantidades pre-
sentes en el ecosistema en el momento del análisis que
resultan de la diferencia entre lo producido (mineraliza-
ción bruta) y aquellos procesos que se detallan en el
cuadro 7. Globalmente, se puede representar el N mi-
neral evaluado como:

N mineral evaluado =N total producido -(Ni + Na + Nv +Nd +Nl + ...)

donde: Ni = inmovilizado; a = lavado; v = volatilizado;
f =  fijado; d= denitrificado;  l = lavado

El N mineral disponible para los vegetales en un mo-
mento dado depende de la magnitud relativa de proce-
sos simultáneos y opuestos: la mineralización y la in-

movilización. La competencia entre vegetales y micro-
organismos por el N mineral es importante cuando és-
tos disponen de abundante sustrato energético. La ma-
yor parte es entonces  incorporado al ciclo interno (bio-

masa) ya que los microorganismos son activos compe-
tidores de las plantas.
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Cuadro 7- Procesos biológicos y abiológicos con
N mineral

NH
4

+
NO

2

–
NO

3

–

nitrificación(NO
2

-
,NO

3

-
) nitratación(NO

3

-
) desnitrificación (N

2
)

inmovilización(N-org) idem idem
asimilación(N-org) idem idem
adsorción a coloides lavado lavado
fijación a coloides reducción(N

2
) idem (NO

2

-
, NH

4

+
)

lavado, menos lavado lavado
erosión idem idem
volatilización - -

Agregado de restos vegetales

Pajas de cereales
Analizaremos los procesos que ocurren cuando se incor-
pora al suelo un resto vegetal con bajo nivel de N%, por
ejemplo una paja de cereal (C =  40% y N =  0,5%). La
relación C/N es alta, 80/1 y la microflora del suelo degra-
da este resto con el objeto de obtener subunidades para
sus macromoléculas y energía. La velocidad de degrada-
ción y los productos finales dependerán de las condicio-
nes del suelo, clima, dosis, forma de aplicación (en super-
ficie, enterrado, picado, molido).

Como el nitrógeno está en baja proporción, los microor-

ganismos inmovilizarán el amonio y nitrato surgidos de la
mineralización, que conjuntamente con formas minerales
de S, P, Fe, etc. integrarán las moléculas de las nuevas
células.

Por algún tiempo no se detectará N mineral en el suelo ya
que la demanda biológica excede al aporte (domina la
inmovilización neta). Con la fracción carbonada la situa-
ción es diferente, pues ocurren pérdidas gaseosas como
CO

2
, CH

4
, a partir de respiraciones, fermentaciones, de-

carboxilaciones.

La figura 6 presenta la evolución de la relación C/N en
residuos pobres en N% a medida que se van degradan-
do. La C/N disminuye y llega asintóticamente a valores
del orden de las de la microflora dominante y del humus
de ese ambiente (10-15/ 1).
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Figura 5- Descomposición de restos vegetales y ciclo interno
de los nutrientes en suelo agrícola

El N% de los restos (vegetal y microbiano) aumenta a
medida que la degradación procede, ya que no existen
pérdidas importantes de este elemento que se mineraliza
y pasa inmediatamente a moléculas orgánicas en las cé-
lulas de la población que hizo eclosión con el agregado
del sustrato orgánico.

� Relación C/N de equilibrio o crítica, la degradación
de las fracciones carbonadas y nitrogenadas proceden
paralelamente, la demanda iguala a la oferta y en el
medio aparecen iones amonio y nitrato. Se citan rela-
ciones críticas de 20-25/1, es decir, más altas que las
relaciones C/N frecuentes de los suelos.

� Relaciones más altas que la crítica favorecen la in-
movilización neta.

� Relaciones más bajas favorecen la mineralización neta.

Figura 6- Cambios en la relación C/N y en el N% durante la
descomposición de paja de cebada
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en las unicelulares, como Gloecapsa, aunque éstas pue-
den fijar N

2
 en el aire, existiendo una separación tempo-

ral entre la liberación fotosintética del O
2
 y la actividad

nitrogenásica.

Anaerobiosis es posible que tanto los heterocistos
como las células vegetativas fijen N

2
. Las cianobacte-

rias fijadoras liberan al medio una fracción del nitróge-
no fijado, como amonio, amidas, péptidos, polipépti-
dos, que pueden representar un 20-30% del nitrógeno
fijado.

Las cianobacterias son responsables del nitrógeno fi-
jado en áreas marinas, en mayor medida por las hete-
rocísticas. Las que no poseen estas células especiali-
zadas fijan N

2
 en zonas de bajo nivel de O

2
, aguas es-

tancadas y eutrofizadas, de importancia en algunos eco-
sistemas.

Asociaciones con cianobacterias
Estos diazotrofos fotosintéticos se asocian con hongos,
hepáticas, helechos, gimnospermas y angiospermas.
Lo hacen con los representantes más primitivos entre
los vegetales, mientras que Rhizobium y Frankia lo
hacen con vegetales superiores: angiospermas dicoti-
ledóneas.

Azolla-Anabaena

Muy estudiada es la simbiosis Azolla-Anabaena. La Azolla

es un diminuto helecho de agua que se desarrolla en zonas
tropicales en donde llega a cubrir enormes extensiones de
arrozales inundados. Mide sólo 2-3 mm de ancho y alberga
a una cianobacteria del género Anabaena en poros ventra-
les de los lóbulos de las hojas, muy rica en heterocistos.  La
planta le ofrece una protección adicional frente al O

2
 libera-

do en la fotosíntesis propia y la de la planta. La cianobacte-
ria no crece bien fuera del huésped.

Esta asociación ha sido empleada desde la antigüedad como
biofertilizante (azollización)  en cultivos anegados, como el
arroz. En  épocas secas el helecho es mineralizado y el nitró-
geno fijado se incorpora al suelo (Silver, Schröder, 1984).

Líquenes

De las 17.000 especies conocidas, aproximadamente un
8% posee una cianobacteria fijadora: (Peltigera canina,

Peltigera aphtosa). Son muy estudiados por su contribu-
ción en nitrógeno en suelos muy fríos y en bosques tropi-
cales, donde especies de Stricta, Leptogium y Collema

pueden contribuir con 1 a 8 kg N/ha/año.

Las cianobacterias filamentosas asociadas cambian su
forma filamentosa simple por la de filamentos altamente
contorneados, las células vegetativas se redondean y se
dividen escasamente. Los heterocistos aumentan de un
3-5% al 20-60% en asociaciones con prototrofos, mien-
tras que en asociaciones con heterótrofos, la frecuencia
permanece baja.

Otras asociaciones

En zona tropical se describe una asociación con una
gimnosperma, la Cycadaceae, donde especies de Nos-

toc forman estructuras parecidas a nódulos en las raí-
ces. Aproximadamente un tercio de las 90 especies
poseen estos nódulos, con aportes de unos 19 kg N/
ha/año en Macrozamia riedlei. Entre las angiospermas
sólo se conoce un representante subtropical, Gunne-

ra, que se asocia a Nostoc con heterocistos y que fija
N

2
 en glándulas de la base de las hojas. El nitrógeno

fijado es rápidamente transferido al eucariote, sobre
todo como amonio.

Bacterias heterótrofas

El cuadro 4 presenta los más importantes géneros de bac-
terias heterótrofas fijadoras de nitrógeno. El grupo contie-
ne organismos acuáticos o terrestres de organismos ae-
robios, anaerobios y anaerobios facultativos. Las espe-
cies facultativas sólo fijan N

2
 anaeróbicamente y los aero-

bios presentan varios grados de sensibilidad frente al oxí-
geno.

Su distribución es muy variada, aunque sólo alcanzan al-
tas densidades cuando se reúnen ciertas condiciones,
sobre todo sustratos carbonados, temperatura, pH, hu-
medad.

Los géneros más conocidos desde hace más de 50 años
son Azotobacter y Clostridium, aerobio el primero y anae-
robio el último. Actualmente son muchos los géneros re-
conocidos como activos en el suelo y en la rizosfera.
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La naturaleza química de las fracciones carbonadas y ni-
trogenadas puede hacer variar esta relación. Así, restos
ricos en lignina, difícilmente degradables, pueden consi-
derarse con relaciones críticas superiores.

En el cuadro 8 se muestra la relación C/N típica de algu-
nos materiales orgánicos (Stevenson y Cole, 1999).

Cuadro 8- C/N de materiales orgánicos

Material C/N

Biomasa microbiana 6 - 12
Aguas residuales 5 - 14
Humus 10 - 12
Abonos animales 9 - 25
Residuos de leguminosas y abonos verdes 13 - 25
Residuos de cereales y pajas 60 - 80
Residuos de bosques (madera) 150 - 500
composts 15 - 20

En el cuadro 9 se efectúa un cálculo teórico, para pre-
decir cuál de los procesos (mineralización-inmoviliza-
ción) dominará en un suelo cuando el resto de paja es
atacado por poblaciones puras, por ejemplo, por bac-
terias aerobias, actinomicetes, u hongos, cuya C/N pro-
medio y la eficiencia en la asimilación del carbono, se
determinó:

Eficiencia = (C celular formado/C total degradado) x 100

Las poblaciones más ineficientes en la asimilación del C
son las bacterias anaerobias (liberan ácidos, alcoholes,
gases). A partir de estos datos se pueden calcular las uni-
dades de C asimiladas, las de N necesarias y si el resto
vegetal provee de este nitrógeno o si, por el contrario, las
células deben tomarlo también del ambiente.

Ejemplo: los hongos al atacar 100 partes de la paja asi-
milarán 30-40% del carbono que representa 40 partes en
100 partes del resto (C= 40%). O sea que incorporarán 12
a 16 unidades de carbono al citoplasma, lo que requerirá
1,2 a 1,6 partes de nitrógeno, si su C/N es en promedio
10/1. La paja provee sólo de 0,5 partes, de modo que ha-
brá déficit y el resto debe tomarse del ambiente. Domina-
rá la inmovilización (i neta) del N y el proceso será lento.
Como ejercicio complete el resto del cuadro.

Cuadro 9- Cálculo teórico en la degradación de
paja de cereal

(C=40% y N=0,5%), por cultivos puros de microorganismos

 Organismo EficienciaC/N C asim N asim Déficit/exceso

hongos 30-40% 10/1 12-16 1,2-1,6 -0,7, -1,1
(i neta)

bacterias
aerobias 10-30 10/1

actinomices 15-30 5/1

Abonos verdes
Materiales ricos en N% como los abonos verdes, las legu-
minosas (2-3% N%), no presentan esta limitante y el ni-
trógeno mineral puede aparecer en el suelo desde el co-
mienzo de la degradación. Estas consideraciones teóri-
cas basadas en datos de nutrición microbiana resultan
difíciles de aplicar a la población microbiana en ambien-
tes naturales ya que allí la heterogeneidad es enorme, en
tipos de organismos, estado fisiológico y resulta difícil cal-
cular las relaciones C/N y la eficiencia media en la utiliza-
ción del carbono.

En general se admite que sustratos con más de 1,8% de
N favorecen la mineralización neta; niveles entre 1,2 y 1,8%
representan relaciones C/N  entre 20 y 30/1 y contenidos
entre 0,5 y 1,2% N favorecen la inmovilización neta.

Como dato, recordemos que las maderas contienen entre
0,1-0,5% de nitrógeno, las pajas de cereales y tallos de maíz
entre 0,5 y 1,5% y restos de leguminosas entre 1,5 y 3%.

Figura 7- N inmovilizado en el suelo en la descomposición
de algunos restos vegetales
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Los heterocistos son células rodeadas de gruesas pa-
redes y parecen vacías al microscopio de luz. Son en
general de mayor tamaño que las células vegetativas y
están ubicadas a intervalos a lo largo del filamento o
pueden presentarse terminalmente. Presentan sistemas
membranosos muy desarrollados con invaginaciones.
Poseen abundantes ribosomas y han perdido los gránu-
los estructurales de glicógeno y polifosfato. Están co-
nectados a células adyacentes por un poro en la pared
celular (figura 4).

Figura 4 -  Cianobacterias filamentosas heterocisticas

Según algunos autores se originan en células preexisten-
tes llamadas preheterocistos ubicadas a intervalos regula-
res del filamento, de tamaño algo mayor que el resto de la
célula y según las condiciones ambientales pueden formar-
se los heterocistos. Otros autores opinan que la posición
de ellos está determinada por los ya preexistentes, origi-
nándose nuevos cuando algunas sustancias, como el amo-
nio fijado en los heterocistos, alcanzan niveles muy bajos.
Su desarrollo es inhibido por niveles elevados de nitrógeno
combinado.

Fijación en relación al O2

Aerobiosis: las cianobacterias filamentosas heterocísticas
(Anabaena, Nostoc) pueden fijar N

2
 en estas condiciones

ya que los heterocistos poseen activo fotosistema I, pue-
den fotofosforilar, pero no liberan O

2
 ni reducen el CO

2
.

Poseen alta actividad reductora, recibiendo los compues-
tos carbonados, el ATP y el poder reductor de células adya-
centes a las cuales les brindan el nitrógeno combinado re-
sultante de la fijación. El sistema membranoso ofrece una
protección estructural subcelular y la fotorrespiración activa
remueve excesos de O

2
 (protección fisiológica).

Microaerofilia, las cianobacterias filamentosas sin he-
terocistos como Plectonema pueden fijar N

2
, pero no en

condiciones de intensa oxigenación. Lo mismo ocurre

Cuadro 5 -  Fijación de nitrógeno en cianobacterias

Suborden Familia Género

Chroococcales Chroococcaceae Gleocapsa (1)

Unicelulares

Nostocales Nostocaceae Trichodesmiun (1)

Oscillatoriaceae Oscillatoria       (1)

Plectonema      (1)

Lynbgbya         (1)

Phormidium     (1)

Filamentosas sin

heterosistos

Nostocaceae Anabaena (12)

 Anabaenopsis (1)

Aulosira (1)

Cylindrospermun (4)

Nostoc (8)

Nodularia (1)

Filamentosas

con  heterosistos

Rivulariaceae Calothrix (5)

Scytonemataceae Scytonema (2)

Tolypothrix

Stigonematales Stigonemataceae Fischerella (2)

Hapalosiphon (1)

Stigonema (1)

Westielipsis (1)

Mastigociadaceae Mastigociadus (1)
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La figura 7 muestra los cambios de inmovilización neta en
materiales descompuestos con distinto contenido de N%.
Para acelerar el proceso es frecuente fertilizar con nitró-
geno.

Como consecuencia de la predominancia de la inmovili-
zación sobre la mineralización en la primera etapa, el N
mineral desciende (inmovilización neta). Luego y a medi-
da que la C/N disminuye y se llega a la relación crítica, el
N mineral comienza a aumentar, pudiendo incluso supe-
rar el nivel inicial (etapa de mineralización neta). Se acos-
tumbra a medir el tiempo de renovación o reciclaje del

N mineral, o sea el tiempo que transcurre entre la inmovi-
lización y la aparición de N mineral nuevamente en el suelo.
Este período es variable, se citan datos del orden de una
jornada hasta varios años.

Con los demás elementos minerales ocurren procesos si-
milares, pero las relaciones críticas C/P, C/S son más al-
tas que para el nitrógeno. La figura 8 esquematiza los flu-
jos de N, S, P en sustratos orgánicos ricos y pobres en
nutrientes, en la descomposición y su disponibilidad para
los cultivos.

La inmovilización de nutrientes en la biomasa microbiana
puede alcanzar valores elevados, del orden de 100 kg de
N, 80 kg de P, 70kg de K y 11 kg de Ca por ha. Como la
biomasa es reciclada cerca de 10 veces más rápido que
la fracción orgánica muerta, gran parte de estos nutrien-
tes son liberados en su reciclamiento.

Factores que afectan el ciclo de mineralización-
inmovilización del nitrógeno
� Estado del resto orgánico: el material fresco y picado

favorece su mineralización mientras que el secado pro-
voca un aumento en la C/N de la fracción soluble en
agua.

� Temperatura, las bajas temperaturas no afectan de la
misma manera las distintas etapas de la mineralización.
Así, vimos que las bajas temperaturas afectan más a la
nitrificación que a la amonificación, que puede ocurrir
en suelos a 5ºC y se duplica a 10ºC.

� La humedad: conjuntamente con la temperatura cons-
tituye una de las variables que más afecta al ciclo de
mineralización-inmovilización del nitrógeno. La mayo-
ría de los estudios analizan aisladamente el efecto de
estos factores sobre la nitrificación y pocos sobre el pro-
ceso global de mineralización. La nitrificación es muy
lenta a humedades cercanas al punto de marchitamien-
to donde se acumula amonio o nitrito. El óptimo se sitúa
alrededor de 0,1 baria de tensión. El amonio se acumu-
la tanto en sequedad como en inundación, mientras que
a valores intermedios la producción de nitratos supera
a la de amonio.
En suelos secos, la menor actividad biológica trae apa-
rejada menor inmovilización, al igual que en suelos
sumergidos.

� Fertilización nitrogenada: la inmovilización es mayor
en suelo cultivado dado que más materiales energéti-
cos (raíces, exudados) y microorganismos, están pre-
sentes. Los primeros estudios con N15 ya mostraron que
gran proporción del fertilizante permanecía en el suelo
inmovilizado en combinaciones orgánicas. Es necesa-
rio tener en cuenta la adsorción del amonio a los coloi-
des del suelo; en muchos ensayos todo el amonio no
recuperado se atribuye a la inmovilización. El amonio
es más inmovilizado que el nitrato ya que es fuente pre-
ferencial de N para los microorganismos.

� pH: la inmovilización del nitrógeno es escasa en suelos
ácidos, en donde los procesos de mineralización se de-
tienen en amonio. El encalado del suelo favorece la
mineralización en detrimento de los procesos de reor-
ganización, aunque es necesario tener en cuenta la in-
teracción de este factor con otros como la humedad, la
temperatura, etc. Los pH neutros favorecen ambas eta-
pas del ciclo de mineralización-inmovilización.

Figura  8- Flujo de nutrientes a través de la biomasa
microbiana
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Diazotrofos en vida libre

Por sus relaciones con el O
2
 los diazotrofos son (cuadro 4):

� aerobios estrictas, como la familia Azotobacteriaceae

� anaerobios facultativos, como los géneros Bacillus,

Klebsiella, Enterobacter

� microaerofílicos como Azospirillum, Thiobacillus, Myco-

bacterium, Acetobacter. Estos dos últimos grupos se
comportan como aerobios cuando crecen con N combi-
nado

� anaerobios estrictos, que no crecen ni fijan en aero-
biosis, con representantes de los géneros Clostridium,

Desulfovibrio, Desulfotomaculum y productores de me-
tano.

La mayoría de las bacterias son heterótrofas, sólo ha sido
descrito Thiobacillus ferrooxidans, como fijador de N

2
, qui-

mioautótrofo que crece en condiciones muy ácidas. El resto
de los diazotrofos son bacterias fotosintéticas, con repre-
sentantes de las cianobacterias y de bacterias sulfurosas
y no sulfurosas anaerobias.

Diazotrofos fotosintéticos

Bacterias fotosintéticas anaerobias
Se ha determinado capacidad de reducción del CO

2
 y del

N
2
 en muchos representantes de este grupo de procario-

tas anaerobios, la mayoría en ambientes acuáticos o ba-
rros y sedimentos ricos en sulfuros. Pertenecen al orden
Rhodospirillales (capítulo 3) y pueden realizar metabolis-
mo fotolito o fotoorganotrofo. Las bacterias purpúreas no
sulfurosas (Rhodospirillaceae) fotoasimilan sustancias
orgánicas simples, muchas son incapaces de crecer con
sulfuros como único donador de electrones, y si lo em-
plean no se acumula Sº en la célula. Rhodospirillum ru-

brum es una especie en la que se efectuaron numerosos
estudios sobre su nitrogenasa (figura 3).

Las bacterias sulfurosas purpúreas (Chromatiaceae) y las
sulfurosas verdes (Chlorobiaceae) crecen con S= o Sº
como únicos donadores externos de electrones. El Sº en
la célula puede ser luego oxidado a sulfatos. La fotosínte-
sis de estos organismos es anoxigénica (no liberan O

2
) y

la fijación del N
2
 se realiza en anaerobiosis a la luz.

Pueden desarrollarse en la oscuridad heterotróficamente,
pero entonces son incapaces de fijar N

2
. Aunque no han

sido estudiadas todas las especies de bacterias fotosintéti-
cas por su capacidad de fijar nitrógeno, existe consenso de
que la mayoría de ellas están dotadas de esta capacidad.

Pocas referencias se encuentran sobre su rol en ecosis-
temas agrícolas, en parte porque muchos trabajos eva-
lúan la fijación en suelos y aguas sin detallar las especies
responsables. Es reconocido que las bacterias fotosinté-
ticas contribuyen a la depuración de suelos y aguas al
consumir los sulfuros y aminas que perjudican a los culti-
vos, liberando además uracilo y prolina, empleados por
muchos cultivos, entre ellos el arroz.

Figura 3- Bacterias fotosintéticas: izquierda: Rhodospirillum,

derecha: Chlorobium

Cianobacterias
Este grupo posee todas las características subcelulares de
los procariotas, excepto el tipo de fotosíntesis, que es la de
las algas y vegetales. Son capaces de desarrollarse en me-
dio mineral y obtienen su C y N de la fijación fotosintética del
CO

2
 y N

2
. Con la obtención de cultivos libres de contaminan-

tes bacterianos (muchas veces los responsables de la fija-
ción) por radiación U.V. o agregado de antibióticos o coloran-
tes en los medios de cultivo, el número de especies fijadoras
se incrementó rápidamente: de aproximadamente 165 géne-
ros, en 8 familias y 3 órdenes, se encontró fijación en 46
géneros, de 7 familias y 3 subórdenes (cuadro 5).

Las cianobacterias presentan tres tipos de células: ve-

getativas, esporas o acinetos y heterocistos. Una
célula vegetativa puede diferenciarse en esporas y he-
terocistos y todas poseen la información genética para
la síntesis de la nitrogenasa, que como vimos es muy
sensible al O

2
.
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� La vegetación: es frecuente observar nivel de nitratos
inferior en la rizosfera en relación al suelo sin cultivos.
Los procesos de inmovilización son allí estimulados por
acción de la población heterótrofa aumentada. Pero los
nitratos también disminuyen por aumento de la activi-
dad desnitrificante y la presencia de sustancias inhibi-
doras de los nitrificantes excretadas por ciertos cultivos
o producidas en la incubación del suelo.

En resumen: la degradación de los restos vegetales en
el suelo es un fenómeno complejo y la dominancia de las
etapas de mineralización o de inmovilización del nitróge-
no depende de muchos factores, entre ellos, de la com-
plejidad química de los sustratos, de las interacciones de
la temperatura y la humedad, del tipo de suelo, del pH, de
la incorporación simultánea de fertilizantes nitrogenados
y otros nutrientes.

En el campo puede ocurrir inmovilización que afecta el
desarrollo de cultivos posteriores, pero la magnitud y la
duración de la misma son menores que las evaluadas en
ensayos de laboratorio e invernáculo, y el nitrógeno pue-
de ser aprovechado por los cultivos desde las primeras
etapas de la descomposición.

Pérdidas de nitrógeno

En esta sección analizaremos las causas más importan-
tes por las cuales las distintas formas químicas del nitró-
geno son volatilizadas o convertidas en formas no apro-
vechables por los vegetales y la mayoría de los microor-
ganismos.

Abiológicas
Volatilización del NH

3
, puede ocurrir a partir del agrega-

do de abonos a base de urea, amonio anhidro, sales amo-
niacales, pero también luego de la incorporación de res-
tos vegetales. Las pérdidas son particularmente impor-
tantes en las siguientes situaciones:
� pH superior a 8,0 (suelos calcáreos o aquellos cuyo pH

local se eleva por amonificación intensa)
� temperatura elevada y desecación
� aplicación de fertilizantes en la superficie del suelo
� suelos de baja capacidad de intercambio catiónico.

Las mayores pérdidas ocurren en suelos livianos, areno-
sos. Conviene mezclar los fertilizantes que liberan amo-
nio con los primeros 5cm del suelo.

Reacciones que involucran a los nitritos

3 HNO
2
 → 2 NO +  HNO

3
 +  H

2
O

Ciertos elementos, Cu y Mn, en suelos ácidos, reaccio-
nan con los nitritos, liberando NO (óxido nitrico), que es
bastante estable y puede pasar a la atmósfera:
NO +  O

2
 →→→→→ NO

2
 ó N

2
O

4
, o ser absorbido por el suelo.

Los óxidos de nitrógeno reaccionan con el agua del aire,
a pH inferior a 5,5:
N

2
O

4
 +  H

2
O +  0,5 O

2
 →→→→→ 2 HNO

3
   Estas causas de

pérdidas de N no son importantes, ya que poco nitrito pue-
de formarse a pH ácido.
HNO

2
 +  RNH

2
 →→→→→ N

2
 +  H

2
O +  ROH (reacción de Van

Slyke). También poco importante pues requiere acidez y
aerobiosis.
HNO

2
 +  NH

3
 →→→→→ NO

2
NH

4
 →→→→→ 2 H

2
O +  N 

2
   Reacción

importante a pH alcalino.

Lavado, como vimos, parte del amonio, los nitritos y ni-
tratos son solubles en agua y pueden por lo tanto ser lle-
vados a horizontes fuera del contacto con las raíces.

Erosión, constituye en ciertas zonas una causa importante
de pérdida de nitrógeno para el suelo, por voladura de sue-
los superficiales (erosión eólica) o por anegamiento con el
consiguiente lavado y/o desnitrificación (erosión hídrica).

Biológicas

Los nitratos sufren una serie de procesos microbianos en
ambientes naturales (aguas, suelos, barros) conocidos ge-
néricamente con el nombre de “reducción de los nitratos”.

Pueden dividirse en dos grandes categorías:
a. Reducción asimilativa, realizada por microorganis-
mos y vegetales y que conduce a la formación de amo-
nio empleado en la biosíntesis de constituyentes nitro-
genados de la célula. No implica pérdida de N para el
ecosistema, sino una inmovilización transitoria hasta
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Cuadro 4 - Diazotrofos y sus asociaciones

Heterotrofos
Vida libre                                                          Asociaciones con nodulos

s/nodulos

aerobios Azotobacter leguminosas
Azotococcus Rhizobium lupini
Azomonas R. leguminosarum bv viciae,trifolii,phaseoli
Beijerinckia Sinorhizobium meliloti
Derxia rizosfera S. fredii

S. terangae
anaerobios Klebsiella Bradyrhizobium japonicum
facultativos Bacillus B. elkani
(aerobios Enterobacter Azorhizobium cualinodans
cuando no Escherichia filosfera
 fijan N

2
) Propionibacterium

no leguminosas
Frankia, con:
Alnus, Casuarina

microaerófilos Mycobacterium con animales Eleagnus, Myrica
(aerobios Azospirillum Dryas, Ceanothus
cuando no Aquaspirillum
fijan N

2
) Rhizobium

Frankia

Clostridium
anaerobios Desulfovibrio
estrictos

Autotrofos
Vida libre Asociaciones con nodulos

   s/nodulos

cianobacterias Anabaena líquenes
aerobias Nostoc

Calothrix Azolla Cycadacea

microaerofílicas Plectonema
Lyngbya Gunnera
Oscillatoria
Spirulina

Briofitas
hepáticas

Rhodospirillum
bacterias Rhodopseudomonas
fotoautótrofas Chromatium

Chlorobium

quimioautótrofas Thiobacullus ferooxidans
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que se mineralicen las células o los productos nitroge-
nados excretados.

b. Reducción desasimilativa o respiración de los ni-

tratos: muchos microorganismos en anaerobiosis total o
parcial sustituyen el O

2
 por los nitratos como aceptor de

electrones en respiraciones anaerobias, generando ATP
y poder reductor. De acuerdo al organismo y a las condi-
ciones del medio, los productos finales pueden ser:
NH

4
+, NO, N

2
O, NO

2
–, N

2
 y aún otras formas del nitrógeno,

que serán excretados por las células al medio. Otros pue-
den reducirlos hasta amonio.

Si el N
2
 ó el N

2
O son los productos formados en la respi-

ración de los nitratos, el proceso recibe el nombre de des-

nitrificación.

Metodología: la cromatografía de gases permite seguir
con mucha precisión el contenido de N

2
 y N

2
O en la at-

mósfera del suelo y el empleo de N15-NO
3
–  permite eva-

luar con exactitud estas  causas de pérdidas de nitróge-
no. Actualmente se trata de evaluar esta importante cau-
sa de pérdida de fertilizantes en suelos y aguas, aplican-
do técnicas de evaluación tanto in-vitro como in-situ.

Las reacciones pueden iniciarse con nitritos o nitratos y los
productos finales se pierden a la atmósfera (cuadro 10).

Cuadro 10- Procesos que involucran reducción de
nitratos

Procesos Productos  Energía  Regulada por Condiciones
conservada del suelo

Asimilativo NH4

+
no NH4

+
, N-org baja conc.NH

4

+

Asimilación o
inmovilización
de nitratos

Desasimilativo

*quimiodesni- NO más que no ácidas
trificación N2

*desnitrificación N
2
O no ? aeróbica

no respiratoria

* respiración
NO3

– (*) NO2
– si O2 anaeróbica

*NO
3

– reducción
desasimilativa
a  NH

4
+ NH

4
+  N

2
O pocas cepas O

2
anaeróbica

*desnitrificación
respiratoria N

2
  N

2
O  NO si O

2
anaeróbica

En suelos ácidos de pH 5,0 o menor, los gases nitrogena-
dos pueden producirse químicamente, con NO a partir de
nitritos. En la mayoría de los suelos, la desnitrificación
respiratoria constituye la principal causa de pérdidas de
nitratos. En la llamada desnitrificación no respiratoria
(Mayrold, 1998), los organismos producen óxido nitroso
en condiciones aerobias, pero no obtienen energía de este
proceso que es realizado por numerosas bacterias, hon-
gos y algas. Con excepción de pocos géneros, (Lactoba-

cillus, Fusarium), la fracción de nitratos convertida, es en
general menos de 25%, pero su importancia en la natura-
leza no está bien determinada.

Bacterias que respiran nitratos convirtiéndolo a nitrito
en condiciones anaeróbicas, obtienen energía por fos-
forilización oxidativa (368kcal mol–1 NO

3
–). Bacterias en-

téricas, que son anaerobios facultativos, son ejemplos
típicos, a pesar de que muchos de ellas pueden tam-
bién reducir nitratos a amonio, proceso conocido como
reducción desasimilativa de nitratos a amonio, bajo
condiciones anaerobias por varios géneros bacteria-
nos:

NO
3
– + 4H

2
 + 2H+            NH

4
+ + 3H

2
O

Se transfieren un total de 8 electrones en la reducción,
con rendimiento energético de 143 kcal mol–1 de nitrato.
La primera etapa es la reducción de los nitratos a nitrito,
ligada a la producción de energía por fosforilación oxidati-
va por respiración. Muchas especies bacterianas que rea-
lizan este proceso no ganan energía adicional por la re-
ducción de los nitritos a amonio.

Los investigadores se preguntan sobre las ventajas de
esta reducción de los nitratos a amonio, dada la escasa
energía generada. Para algunos esta energía serviría
para regenerar poder reductor reooxidando los NADH

2
.

Estas observaciones en cultivos puros se correlacionan
con estudios ecológicos: las bacterias que reducen ni-
tratos a amonio predominan en ambientes ricos en car-
bono (mayor necesidad de poder reductor), como los
sedimentos y aguas servidas, mientras que los desni-
trificantes (reducción de los nitratos a N

2
, N

2
O) dominan

en ambientes pobres en carbono, como los suelos.

 ➤
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se oxida este amonio a N
2
 el que se analiza en espectró-

metro de masa, que separa en un campo magnético los
distintos isótopos según su masa (30, 29 ,28). El método
posee escasa utilidad en condiciones naturales y limita-
ciones en condiciones controladas.

� uso de fertilizantes o sustratos enriquecidos con N15:
I. técnica de la dilución isotópica, se acepta como el más

útil para medir la FBN
II. técnica que usa el “valor A” (proporción del N15 que la

planta toma del fertilizante)

� evaluación de la diferencia que existe en la abun-
dancia natural en N15 entre la atmósfera y el suelo. Esta
técnica exige gran precisión y brinda datos de gran con-
fiabilidad.

Se evalúan los incrementos en la abundancia en N15

sobre un valor promedio de 0,364% que representa la
abundancia natural de este isótopo en la atmósfera.
Valores superiores en 0,015% a ese promedio se acep-
tan como evidencia positiva de fijación. Las técnicas
isotópicas constituyen sin duda la herramienta más
importante en la evaluación de la fijación en todos los
sistemas biológicos, en el laboratorio o en el campo
(Barea, 1991).

Determinación de la actividad nitrogenásica
El descubrimiento de que la nitrogenasa puede reducir
otros sustratos además del N

2
 permitió desarrollar desde

1966 un método analítico rápido y eficaz que emplea ace-

tileno que inhibe la reducción del N
2
 por la nitrogenasa y

es reducido a etileno. Ambos se evalúan en cromatogra-
fía en fase gaseosa con columna de resinas como el Po-
rapak, con N

2
 como gas transportador y detector de ioni-

zación de llama.

 Esta técnica es muy usada por su rapidez, sensibili-
dad y por la estabilidad del producto formado, el C

2
H

4
,

que permite trasladarlo en frascos cerrados tipo anti-
biótico hacia el laboratorio. La conversión teórica en-
tre moles de acetileno y de N

2
 reducidos por el inter-

cambio de electrones es entre 4 y 3/1: N
2
/(C

2
H

2
) no

es correcto, ya que la solubilidad en agua es superior
para el acetileno, y éste no constituye un sustrato fi-
siológico.

N
2
 + 8H+ + 8-            2NH

3
 + H

2
           C

2
H

2
 + 2H+ + 2e-             C

2
H

4

 Los resultados se expresan en etileno formado o aceti-
leno reducido sin efectuar extrapolaciones a nitrógeno
fijado. El método se usa para comparar gran cantidad
de muestras (cepas, suelos, plantas noduladas) pero no
hay que olvidar que la prueba más concluyente de ca-
pacidad fijadora la constituye la incorporación de áto-
mos de N15.

Los microorganismos fijadores de nitrógeno

Los diazotrofos: el grupo está integrado como vimos por
protistas inferiores: bacterias heterótrofas aerobias,
anaerobias y anaerobias facultativas, un representante de
bacterias quimioautótrofas y microorganismos fotosintéti-
cos: bacterias y cianobacterias.

El cuadro 4 presenta a los microorganismos fijadores y
sus asociaciones con vegetales y animales, en combina-
ciones simbióticas, nodulares y no nodulares y en asocia-
ciones más laxas y menos obligatorias, como son las aso-
ciaciones rizosféricas, espermatosféricas y filosféricas, en
donde los organismos sobre todo heterótrofos se ven es-
timulados por la provisión de compuestos carbonados por
parte del vegetal.

Se analizarán los grupos más importantes de diazotro-
fos, comenzando por aquellos reconocidos como fijado-
res en vida libre, es decir los que expresan su nitrogena-
sa sin requerir la protección o la colaboración de otro
organismo, aunque pueden ser favorecidos por los nu-
trientes y el ambiente con baja pO

2
 que le ofrece la ri-

zosfera.

Ningún eucariota posee esta importante capacidad y
los intentos de la ingeniería genética tratando de trans-
ferir esta propiedad cuando los genes nif se encuen-
tran en plásmidos o están integrados al cromosoma
bacteriano, son numerosos y se han logrado algunos
diazotrofos sintéticos. Numerosos experimentos in-
tentan transferir esta propiedad a vegetales, sobre todo
a gramíneas, pero el funcionamiento de estas plantas

transgénicas en la naturaleza, es motivo de contro-
versia.

 ➤  ➤
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Desnitrificación

Efectos en la naturaleza
� los vegetales se perjudican ya que los nitratos son su

principal fuente de nitrógeno
� el ambiente se beneficia ya que los nitratos altamente

tóxicos y solubles son lavados del suelo y llevados a
cauces de agua. La desnitrificación es vital en la conti-
nuidad del ciclo del nitrógeno. Si no ocurriera este pro-
ceso, el nitrógeno de la tierra, incluyendo el N

2
 atmosfé-

rico, se acumularía en los océanos, impidiendo la vida
terrestre. La desnitrificación mantiene también la pota-
bilidad de las aguas, ya que altas concentraciones de
nitratos son tóxicas.

Microorganismos responsables
Los microorganismos vinculados a la desnitrificación no
dependen de los nitratos para su desarrollo. Muchos de
ellos son también activos en la proteolisis, amonificación
y otras transformaciones biológicas. La presencia de una
alta población desnitrificante en suelos, aguas, no implica
que las condiciones sean las óptimas para el proceso; se
refleja solamente un gran potencial desnitrificante.

Así, la capa arable de suelos contiene más de 106 desni-
trificantes/g suelo seco. La población es mayor en la
vecindad de las raíces y el potencial de volatilización es
grande, pero deben reunirse las condiciones para que
los organismos cambien su metabolismo aerobio por una
respiración anaerobia, con nitrato como aceptor final de
electrones.

Son bacterias auto y heterotróficas anaerobias
facultativas con dos cadenas transportadoras de elec-
trones
� en aerobiosis realizan respiraciones aerobias del sus-

trato, por ejemplo, glucosa

� en anaerobiosis degradan el mismo sustrato por res-
piración anaerobia con nitrato como aceptor de elec-
trones

 Un 85% de las especies testadas pueden reducir nitra-
tos a nitritos. El grupo que reduce los nitratos hasta amo-
nio es también amplio, un 45% del total, e incluye a la

mayoría de las especies amonificantes, que también
pueden reducir nitratos. Estos grupos no ocasionan pér-
didas de N, ya que nitrito y amonio son empleados por la
microflora.

Los desnitrificantes verdaderos que reducen nitratos
hasta N

2
 u óxido nitroso, sólo representan un 4% de las

especies testadas y son bacterias típicas. Ningún protista
superior es capaz de obtener energía de esta reacción
Son especies de pocos géneros: Pseudomonas, Achro-

mobacter, Bacillus, Spirillum, Micrococcus.

Son anaerobias facultativas, que emplean nitratos en con-
diciones de anaerobiosis o de muy baja concentración de
O

2
 (0,2 mg/L en medio líquido). El O

2
 reprime la formación

nitrato, nitrito y óxido nitroso reductasa y además inhibe
la función de la que ya está sintetizada.

Aislamiento: en condiciones de anaerobiosis, con nitrato
y donadores de electrones, en general orgánicos, ya que
la mayoría de las especies son heterótrofas. Luego de un
enriquecimiento producen gran cantidad de gas y alcalini-
zan la solución. Muchas especies de Bacillus son termófi-
las y se aislan a 55-65ºC.

Heterótrofos:  CH
3
 COOH +  NO

3
–  →CO

2
 +  N

2
 +  H

2
O + OH–

Sustrato: innumerables moléculas resultantes de la de-
gradación de polímeros: celulosa, hemicelulosas, almidón
se usan como fuente de carbono, asi como algunos com-
puestos aromáticos y sintéticos.

Las asociaciones comensalísticas entre los degradado-
res de estos polisacáridos y las bacterias desnitrificantes
han sido descriptas como muy frecuentes. Con raras ex-
cepciones los desnitrificantes son incapaces de fermen-
tar azúcares y no pueden crecer en anaerobiosis sin ni-
tratos ni nitritos. Ninguno es anaerobio estricto.

Autótrofos: se citan en la bibliografía unas pocas espe-
cies de bacterias autótrofas facultativas, que realizan des-
nitrificación oxidando un sustrato mineral, H

2
, Sº, que se

desarrollan en el aire o anaeróbicamente con compues-
tos inorgánicos como fuente de energía y O

2
 o NO

3
– como

aceptores de electrones, respectivamente.
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ATP y en períodos oscuros se activa la nitrogenasa y la
respiración mantiene el nivel de O

2
 adecuado. La fijación

en especies heterocísticas se puede realizar en el aire.

Barreras a al difusión: los nódulos de leguminosas y
actinorrizas ofrecen varios mecanismos de protección que
analizaremos en otro capítulo, pero la barrera mecánica
de las células de la corteza del nódulo limita la entrada
de O

2
 a la zona bacteriana. Sistemas membranosos in-

ternos de muchos diazotrofos, del tipo de los mesosomas,
limitan la llegada del oxígeno a la enzima.

Regulación de la nitrogenasa
La figura 2 esquematiza los mecanismos de regulación
de la FBN. El nitrógeno combinado suprime la fijación por
inhibición de la síntesis de la nitrogenasa, mediante me-
canismos de represión de la expresión de los genes res-
ponsables de la síntesis de los componentes de la enzi-
ma (genes nif). En Klebsiella pneumoniae la represión ha
sido estudiada en detalle y la molécula crucial es una en-
zima, la glutamino sintetasa, que cataliza el primer paso
en la síntesis de aminoácidos: el amonio reacciona con el
glutamato formando otro aminoácido: la glutamina.

Figura 2-  Esquema del control de la nitrogenasa

La mayoría de los otros aminoácidos se forman por trans-
ferencia del nitrógeno desde la glutamina a otros com-
puestos.

La glutamino sintetasa es regulada por inhibición feed

back o retroalimentación, por distintos productos finales

de la síntesis de aminoácidos. Alta concentración de glu-
tamina o de algún otro aminoácido disminuye la actividad
de la enzima y suprime también la producción de aminoá-
cidos adicionales.

Métodos para evaluar la FBN

Crecimiento y morfología
� Si se logra incremento en la biomasa o en el número

de organismos inoculados en un medio de cultivo sin
nitrógeno combinado, puede afirmarse que el organis-
mo es un diazotrofo. Es necesario confirmar la capa-
cidad fijadora, pues muchos organismos crecen a ex-
pensas de pequeñas impurezas de los medios de cul-
tivo, o crecen como contaminantes luego de un pe-
queño desarrollo de los diazotrofos.

� La presencia de células especializadas en la fijación del
N

2
, como los heterocistos en cianobacterias filamento-

sas y las vesículas, en Frankia, es indicio de que el
organismo puede fijar N

2
.

Contenido de nitrógeno
Se permite desarrollar al microorganismo o sistema sim-
biótico en un medio sin nitrógeno o con muy poca canti-
dad. Las medidas de este elemento por técnicas conven-
cionales como la de Kjeldahl (digestión ácida en caliente
de la materia orgánica, destilación y titulación del NH

3
),

permiten detectar fijación si ésta es de cierta magnitud
(más del 1% del N inicial). Los errores son altos y la mues-
tra se destruye en el análisis.

Empleo de isótopos del N

� La aplicación del isótopo radioactivo N13 es muy limita-
da por la corta vida media (11 minutos) y su elevado
costo. El uso del isótopo estable N15 constituye una de
las mejores pruebas de la fijación del N

2
. Es más sensi-

ble que el Kjeldahl (1000X) (Stevenson y Cole, 1999).

Las metodologías empleadas se basan en:
� uso de 15N

2
 gas: la muestra se incuba en sistema cerra-

do con N
2
 enriquecido con N15 y luego de un  período apro-

piado se convierte todo el N de la muestra en NH
3
 por

digestión ácida, se destila y se recoge el amonio formado,
por ejemplo en ácido bórico. En el momento del análisis

N
2

NH
3

inhibición por
retroalimentación

glutamato

glutamato

sintetasa

nitrogenasa
glutamina

comp. II      otros

cofactor Mo

de e-

proteinas

componente I comp. II oxidado

    nif B            nif F           nif D                nif H
                control de la expresión de los genes

reducido aminoácidostransporte
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Thiobacillus denitrificans oxida Sº, H
2
S y difiere de los otros

thiobacilos por su capacidad para crecer anaeróbicamen-
te cuando están presentes los nitratos:

Sº, S
2
O

3
= +  NO

3
– + H

2
O → SO

4
= + N

2
 +  H+

Hidrogenomonas agilis y Micrococcus denitrificans oxidan
el H

2
 con reducción de nitratos. Sporovibrio ferrooxydans

reduce nitrato en anaerobiosis, oxidando Fe++.

El rol de estos organismos en naturaleza no se puede
inferir a partir de estudios en cultivo puro. De todos mo-
dos, su número no es nunca alto en ecosistemas natura-
les y las mayores pérdidas de nitratos se producen por
los heterótrofos.

Ecología
La restricción de la actividad desnitrificante a pocos géne-
ros hace que la magnitud el proceso esté marcadamente
afectada por el ambiente. Los cambios en éste pueden
estimular o bien inhibir las pérdidas de nitratos.

Las condiciones que deben reunirse para que el proce-
so heterótrofo sea estimulado:

� alto nivel de nitratos,
� sustancias donadoras de electrones (materia orgá-

nica)
� anaerobiosis

Los nitratos se producen por nitrificación o son aporta-
dos en fertilizantes nítricos, amoniacales u orgánicos que
pueden ser llevados a nitratos. También pueden provenir
de otros horizontes arrastrados por el agua. Incluso en
suelos de arrozales donde en general se fertiliza con amo-
nio, éste puede oxidarse a nitrato en las capas superiores
del agua y luego ser desnitrificado más abajo.

La anaerobiosis se logra fácilmente en aguas, a unos
pocos centímetros de la superficie y en los suelos existen
microagregados en los cuales la demanda biológica ago-
ta rápidamente el O

2
 y como éste es un gas que difunde

lentamente por los poros del suelo y es poco soluble en
agua, se crean ambientes anaerobios en el seno de sue-
los bien estructurados.

Pero el oxígeno ejerce además un rol indirecto, ya que es
requerido para la producción de nitratos. La desnitrifica-
ción se favorece en agregados de más de 4 mm de diá-
metro ya que resulta difícil al O

2
 llegar por difusión hasta

el centro donde ocurrirá la desnitrificación. El suelo está
constituido por un mosaico de habitats, coexistiendo los
oxigenados para la oxidación del amonio y los anaero-
bios, donde se reducen los nitratos.

La alternancia de períodos de buena y mala aereación, o
períodos de lluvia intermitentes pueden facilitar la forma-
ción y la reducción consiguiente de los nitratos.

El cuadro 11 muestra la relación entre el nitrógeno perdi-
do como gas y la atmósfera de incubación de los nitratos.

Cuadro 11- Efecto de la composición de la
atmósfera en la  desnitrificación

N perdido como % del N-NO
3

–-
 agregado

atmósfera agitado estacionario

aire 28,2 81,0
oxígeno 0,0 28,0
nitrógeno 80,1 79,2
vacío 78,6 80,0

La materia orgánica estimula la desnitrificación, pues
como ya vimos la mayoría de las especies activas son
heterótrofas. Ejerce doble rol:
� directamente, actúa como fuente de carbono y de electro-

nes e indirectamente, provoca una eclosión de microor-
ganismos en su mayoría aerobios, que disminuyen el nivel
de oxígeno facilitando las pérdidas por desnitrificación.

La figura 9 presenta las pérdidas de N en el suelo incuba-
do con nitratos (5 mg de N-NO

3
–) en anaerobiosis a 25ºC

y diferentes dosis de paja de trigo. Las sustancias rápida-
mente descomponibles favorecen el proceso: azúcares
simples, ácidos orgánicos. Los abonos verdes estimulan
el proceso y las pajas en menor proporción.

Otros factores
Humedad: en suelos bien drenados la desnitrificación se
correlaciona con el nivel de humedad. Los nitratos se re-
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Protección frente al oxígeno
La fijación de N

2
 requiere un acoplamiento eficiente entre

los sistemas generadores de ATP, que en muchos diazo-
trofos es la fosforilación oxidativa y la protección de la
nitrogenasa frente al oxígeno. Teóricamente todos los dia-
zotrofos protegen a la enzima según distintas estrategias.

Polímeros extracelulares: cápsulas y capas mucosas li-
mitan el flujo de oxígeno a la célula.

Microaerofilia: diazotrofos aerobios migran hacia regio-
nes de baja tensión de O

2
 donde pueden expresar la ni-

trogenasa.

Protección respiratoria: una intensificación del proceso
respiratorio permite la reducción del O

2
 a concentracio-

nes inocuas para la enzima. Proceso descrito en Azoto-

bacter, se induce un cambio en la actividad de los citocro-
mos de la CTE y un desvío del flujo de electrones que
estimulan el consumo de O

2
 hacia oxidasas terminales

alternativas. La respiración es más ineficiente y produce
menos ATP/mol de sustrato.

Protección conformacional: cultivos de Azotobacter po-
seen este mecanismo relacionado a modificaciones bio-
químicas de la enzima (se combina equimolecularmente
con una tercera SFe-proteína llamada SFeII en presencia
de iones Mg).

Inhibición reversible: un mecanismo alternativo propues-
to para Klebsiella y Rhodopseudomonas está relaciona-
do en la competencia entre dos sistemas enzimáticos, ni-
trogenasa y cadena respiratoria por una reserva común
de poder reductor.

Las proteínas como ferredoxina o flavodoxina, donadores
de electrones a la N

2
asa, son también fácilmente oxida-

bles, generando radicales libres. Esta oxidación podría
relacionarse con la inhibición reversible.

Separación espacial de la nitrogenasa: en células es-
pecializadas como los heterocistos en cianobacterias o
las vesículas en Frankia, la separación de la actividad
nitrogenasa puede ser temporal o espacial. En cianobac-
terias sin heterocistos los procesos son secuenciales:
durante el día se produce la fotólisis del agua y se genera

cianuro, azidas, etc. (Zuberer, 1998). Se demostró que es-
tas moléculas son sustratos que podían ser reducidas por
la enzima (cuadro 3). El acetileno es un inhibidor no com-
petitivo de la reducción del N

2
 (figura 1), mientras que el N

2

inhibe competitivamente la reducción del acetileno

Inhibidores
El H

2
 es un inhibidor competitivo  de la reducción del N

2
,

pero no de la de protones, ni de otra reducción catalizada
por la enzima. El O

2
 inactiva ambos componentes de la

N
2
asa, actúa como inhibidor no competitivo. El mecanis-

mo no está totalmente dilucidado, puede relacionarse con
la expresión de los genes nif o con la formación de radi-

cales libres (superóxidos) generados en el ambiente al-
tamente reductor donde funciona la enzima.

Figura 1 - Representación de la estructura de las nitrogenasas

A) nitrogenasa dependiente del Mo. B) nitrogenasas
alternativas

    Las subunidades γ forman parte de la Fe-proteína, la δ es
específica de las nitrogenasas alternativas, los centros 4Fe-
4S ❒ y cofactores � se localizan en cada proteína.

Cuadro 3 - Sustratos de la nitrogenasa

Sustrato Km(mM) Productos

dinitrógeno 0,1 NH
3
, H

2

azida (N≡N-N-)- 1,0 N
2
, NH

3
, N

2
H

4

cianuro (C≡N)- 0,4 CH
3
NH

2
, NH

3
, CH

4

óxido nitroso (N
2
0) 1,0 N

2
, H

2
0

acetileno CH≡CH 0,1 C
2
H

4

protones H+ - H
2

alquilcianuro
(R-C≡N) 10 RCH

3
, NH

3

2MgADP
   +2Pi

C2H6
C2H4

N2

H+

H2
NH

3
+H

2

N
2

H+
C

2
H

2

H
2

NH
3
+H

2
C2H4

2MgATP

C
2
H

2

ααααα βββββγγγγγ

ααααα βββββγγγγγ

ααααα βββββγγγγγ

βββββ αααααγγγγγ

δδδδδ

δδδδδ

e                     e

e                    e

2MgADP
   +2Pi

2MgATP
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ducen en altos niveles de agua y en suelos mal drenados.
Pueden coexistir, como vimos, habitats anaerobios (inte-
rior de agregados, rizosfera) en suelos aereados.

servó que en ciclos de 10 días húmedos y 10 días secos
se pueden remover un 67% del N de la materia orgánica.

pH: la desnitrificación es sensible a la acidez y las pérdi-
das en ambientes muy ácidos no pueden atribuírse direc-
tamente a causas biológicas. Sobre el pH 6,0 se forma
N

2
O pero se reduce a N

2
 que es el gas dominante. Debajo

de pH 6,0 la reducción es inhibida y predomina el óxido
nitroso: la producción de N

2
O es máxima en suelos áci-

dos y mínima en neutros. La reducción ulterior N
2
O a N

2

se produce en todos los casos. El óptimo del grupo se
sitúa en el rango neutrófilo: 7,0 - 8,2 coincidente con la
máxima actividad bacteriana, pero los rangos se extien-
den desde pH 4,5 a 10,0.

Temperatura: el proceso ocurre lentamente a bajas tem-
peraturas (2ºC) y la velocidad de pérdida de nitratos au-
menta con la temperatura. El óptimo para algunos auto-
res se sitúa en el rango termófilo (40-75ºC). La desnitrifi-
cación a bajas temperaturas tiene gran significado agrí-
cola ya que posibilita pérdida de nitrógeno en las estacio-
nes frías cuando el suelo no posee una cubierta vegetal
que absorba a los nitratos. Es aconsejable mantener una
vegetación extendida que puede luego ser enterrada evi-
tando pérdidas de nitrógeno.

La alternancia de períodos de buena y mala aireación ejer-
ce un efecto acelerador de las pérdidas de N por desnitri-
ficación. La figura 10 muestra la evolución del nitrógeno
total (Nt) y del N-NO

3
– en un suelo incubado a 35ºC du-

rante 60 semanas en tres condiciones:

a.mantenido constantemente a 16-20% de humedad
b.mantenido siempre saturado en agua
c.saturado en agua la primera mitad del ciclo (3 sema-

nas) y secado hasta 18% de humedad y mantenido así
la segunda mitad del ciclo (3 semanas).

Se repite el procedimiento en cada uno de los ciclos. El
suelo permanentemente saturado volatiliza los nitratos
pero no puede producirlos más en anaerobiosis. La alter-
nancia de saturación y drenaje causa la mayor pérdida de
Nt: en saturación el humus se mineraliza lentamente a
amonio, que es oxidado a nitrato en la segunda parte del
ciclo, perdiéndose en el período de anegamiento.

Como consecuencia parte del N del humus se volatiliza.

Este principio se aplica en las plantas de tratamientos

de aguas servidas; ciclos de aerobiosis y anaerobiosis
eliminan prácticamente todo el nitrógeno orgánico por ni-
trificación y desnitrificación. En columnas de suelo se ob-
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 Figura 9-  Efecto de la materia orgánica (mg/kg)
en la desnitrificación

El cuadro 12 muestra el efecto de la temperatura de incu-
bación en la desnitrificación de nitratos en 30 días en sue-
lo inundado con glucosa. Se verifica el óptimo en el rango
termófilo.

Figura 10- Pérdidas de N en suelo sometido
a distintos tratamientos
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En los organismos fotosintéticos la fuente de poder reduc-
tor proviene del flujo electrónico derivado de la clorofila.

Energía (ATP): en términos fisiológicos la fijación del N
2

es un proceso muy costoso para la célula. Se calculan
entre 12 y 24 los ATP requeridos para reducir un mol de
N

2
. Esta molécula se genera en la célula por los procedi-

mientos habituales:

� fosforilizaciones oxidativas en organismos aerobios

� fosforilaciones a nivel del sustrato en anaerobios

� fotooxidaciones en organismos fotosintéticos

En estudios in vitro se han utilizado sistemas artificiales de
generación de ATP, no empleando ATP puro, pues se com-
probó que la acumulación de ADP inhibe a la nitrogenasa.

Resumiendo:

� en los organismos heterótrofos los compuestos orgá-
nicos son empleados como fuente de carbono, de po-
der reductor y de energía

� en los fotosintéticos, es el flujo electrónico derivado
de los sistemas pigmentarios, el que llega a reducir si-
multáneamente al N

2
 y al CO

2

Metales: constituyen otro requerimiento imprescindible
para la nitrogenasa. El magnesio reacciona con el ATP
para dar la sal monomagnésica, que reacciona con la ni-
trogenasa, según los modelos que explican el funciona-
miento de esta enzima. Otros minerales presentes en la
nitrogenasa son el hierro y el molibdeno. Suelos carentes
en estos elementos limitan la fijación.

La nitrogenasa es la enzima responsable de la reduc-
ción y dada su complejidad resulta muy difícil de purificar.
Además, por su extremada sensibilidad frente al O

2
 los

trabajos in-vitro se han limitado en el tiempo. Recién en
1960, se logró purificar la enzima a partir de un organis-
mo anaerobio, el Clostridium pasteurianum. Hacia 1974
se lograron aislamientos a partir de unos 25 microorga-
nismos, incluidos los aerobios, pero trabajando siempre
en ausencia de O

2
.

La enzima está integrada por dos componentes, dos
metaloproteínas fácilmente separables que recibieron

distintos nombres según los laboratorios que las purifi-
caron.

El componente I, también denominado Mo-Fe proteí-

na, Azofermo, dinitrogenasa y está formada por 4 subu-
nidades de cadenas polipeptídicas. En Azotobacter su PM
es de 220.000 y posee 22-24 átomos de Fe y 2 de Mo.
Vida media en el aire: hasta 20 minutos.

� El componente II, o Fe proteína o Azofer, ferropro-

teína, dinitrogenasa reductasa, PM 55.000-66.000, po-
see 2 subunidades proteicas con 4 átomos de Fe y unio-
nes sulfuro lábil., vida media en el aire 0,5-0,75 segun-
dos. El complejo estaría en equilibrio dinámico con sus
dos componentes:

    Proteína Mo-Fe + 2 Proteína Fe                    N
2
asa

Extractos con actividad nitrogenasa se han preparado a
partir de organismos diferentes: aerobios, anaerobios,
microaerofílicos y algunas cianobacterias y sistemas sim-
bióticos con leguminosas y no leguminosas. Se han aisla-
do nitrogenasas que no dependen del Mo, sino del vana-
dio (V) (nitrogenasa 2) y otra que no depende ni del Mo ni
del V, la nitrogenasa 3, que es una FeFe-proteína, con
propiedades y afinidades por los sustratos diferentes a la
clásica nitrogenasa. Son las llamadas nitrogenasas al-

ternativas.

La figura 1 (Gonzalez-Lopez, Lluch-Plá, 1992) presenta
modelo de flujo electrónico en esta enzima y otros sustra-
tos  reducidos también por el complejo enzimático.

Sustratos de la enzima
El dinitrógeno es el sustrato natural de la enzima, es re-
ducido a amonio en una reacción irreversible que va acom-
pañada de la liberación de H

2
. La relación entre H

2 
produ-

cido/N
2 
reducido puede variar según las nitrogenasas de

los microorganismos, pero nunca es inferior a 1.

   N
2
 + 16 ATP + 8 e- + 10 H+              2NH

4
+ + H

2
 + 16 Pi

Hasta la década de 1960 se pensaba que el dinitrógeno era
el único sustrato de la enzima, pero se evidenció que la
reacción era inhibida por determinados “análogos” del N

2
,

pequeñas moléculas con triple enlace, como el acetileno,
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Cuadro 12- Pérdidas de N en un suelo inundado
con nitratos y glucosa a distintas temperaturas

(% N-NO
3
– agregado)

temperaturaºC 2 10 13 16 20 25 30 40 50 60 70
N-perdido 20 80 80 83 85 87 92 91 90  92 0

La vegetación  ejerce también un doble efecto sobre la
desnitrificación: aporta donadores de electrones por exu-
dación, restos de raíces, mantillo y, por otro lado, compite
con las bacterias por el nitrato disponible, reduciendo las
pérdidas por volatilización. El efecto neto parece ser esti-

mulante y el número de bacterias desnitrificantes es ele-
vado en la rizosfera. La profundidad limita el proceso por
disminución de la materia orgánica.

En resumen  La desnitrificación requiere aporte de com-
puestos orgánicos rápidamente metabolizables como son
los azúcares, o bien minerales para los autótrofos como
Sº, Fe++, H

2
, alto nivel de nitratos y pobre drenaje.

Pero la magnitud del proceso está también gobernada por
la temperatura, el pH, la humedad, que regula la aireación.
La volatilización es importante en aguas estancadas y en
suelos bien drenados y con activa nitrificación, que sufre
períodos de anaerobiosis parcial en épocas de lluvias o lue-
go de la aplicación de restos orgánicos. Es menor en sue-
los permanentemente anegados por la imposibilidad de for-
mación de nitratos. Las pérdidas son importantes en zona
tropical y en la zona templada en praderas. Cerca de la
superficie del suelo el nivel de materia orgánica, nitratos y
microflora activa es mayor y es allí donde se forma mayor
cantidad de nitratos que se pueden desnitrificar antes de
llegar a la zona radical, en anaerobiosis.

Como práctica agrícola conservacionista se aconseja
agregar los donadores de electrones: materia orgánica
como abonos verdes, rastrojos, etc. fraccionadamente en
el tiempo, evitando su acumulación y el empleo de fertili-
zantes amoniacales y no nítricos e incluso el empleo de
inhibidores de la nitrificación.

Bioquímica de la desnitrificación
El esquema siguiente presenta los posibles mecanis-
mos:

NO
3
– NO

2
– NO

HNO   H
2
N

2
O

2
N

2
O

NO
2
NH

2
N

2

La reducción de nitrato a nitrito es catalizada por un nitra-
to reductasa.

En bacterias esta conversión constituye la primera etapa
de dos vías metabólicas diferentes: una respiratoria que
conduce a N

2
O o N

2
 (desnitrificación) y la otra asimilativa

que lleva a NH
3
. Algunas especies asimilan y respiran los

nitratos: Aerobacter aerogenes, Micrococcus denitrificans.
La nitrato reductasa de P. aeruginosa es una sulfihidril
molibdo flavoproteína específica para NADH y funciona
con el citocromo c:

NADH FAD cit
c

NO
3

– reductasa NO
3

NO
2
–

cit. oxidasa O
2

H
2
O

La nitrato reductasa (Mo-Fe proteína no hemínica) es inhibi-
da por el O

2
 que reprime su biosíntesis. El paso siguiente:

NO
2
– NO es mediatizado por una nitrito reductasa, que se-

gún el organismo es una hemoproteína con dos hemos de
tipo c y d o una cuproproteína, ambas solubles, que emplean
el NADH o FADH. Se formaría un intermediario hipotético, el
nitroxilo, tal vez en forma de complejo con la enzima.

Resumen
Como vimos el ciclo del nitrógeno es complejo  y el cono-
cimiento de su funcionamiento en ecosistemas naturales
es de sumo interés  a los efectos de lograr mayor produc-
tividad y sustentabilidad y para mejorar los problemas del
ambiente. La mayoría del N de los suelos se encuentra
en formas orgánicas que liberan lentamente las formas
minerales más dinámicas. Los procesos de mineraliza-
ción-inmobilización gobiernan el nivel de minerales y la
relación C/N de la materia orgánica en descomposición
es uno de los factores que regulan estos procesos. La
amonificación es un proceso más difundido y menos es-
pecífico y exigente que el paso siguiente, la nitrificación.

Los nitratos tienen múltiples destinos en la naturaleza: es
tomado por los vegetales y los microorganismos, es muy
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Este proceso representa menos del 30% de la fijación to-
tal mundial. Vimos que otro 10% provendría de  los proce-
sos no biológicos realizados en la atmósfera, es de supo-
ner entonces que más de un 60% del  total de nitrógeno
que se incorpora cada año en el suelo y aguas provendría
de la FBN.

Cuadro 2 - Fijación biológica del nitrógeno atmos-
férico y  flujo anual de N en términos globales

Fuente de fijación x 106 toneladas/año

industrial (fertilizantes) 49
atmosférica (electroquímica) 10
otros procesos químicos 35

FBN total 170
sistemas simbióticos 50
total en sistemas terrestres 139

Leguminosas 35
arbóreas (100-300 kg/ha/año)
granos (40-240 kg/ha/año)
abonos verdes (100-360 kg/Ha/año)

cultivo de arroz (10-80 kg/ha/año) 4
pasturas (15kg/ha/año) 45
otros cultivos (5kg/ha/año) 5
ecosistemas forestales (10kg/ha/año) 5
otros ecosistemas (2kg/ha/año) 10

cantidad N en suelos 105.000
absorción total de N 1.400
N mineralizado 3.500
N desnitrificado 135
N perdido por erosión/lavado 85

La producción de fertilizantes químicos requiere una ener-
gía muy considerable para separar el H

2
 del gas natural o

del petróleo, menos cantidad para comprimir los reactivos
y calentarlos y otra importante cantidad   para el traslado
y distribución desde las plantas industriales al campo. La
necesidad de conservar   los combustibles fósiles, el car-
bón, el metano y el petróleo incentiva las investigaciones
sobre la FBN.

Proceso bioquímico de la fijación del N
2

La fijación biológica del N
2
 consiste en la reducción del

gas dinitrógeno hasta amonio; los intermediarios postu-
lados son diimida e hidrazina, aunque aún no han sido
aislados. El amonio es rápidamente convertido en ami-
noácidos, proteínas y luego en todas las moléculas nitro-
genadas requeridas por la célula. El amonio formado se
combina con moléculas carbonadas provistas por la célu-
la fijadora en caso de fijación por organismos en vida li-
bre, o por la actividad fotosintética del huésped, en caso
de asociaciones con vegetales. Ocurren reacciones del
tipo de las siguientes:

HOOC-CO-CH
2
--COOH + NH

3
            NH

2
-CHCOOH-CH

2
-CH

2
COOH + H

2
O

             ác. alfa-ceto           ác. glutámico             ác. glutámico
               glutárico             deshidrogenasa

CH
3
-CO-COOH + NH

3
                 CH

3
-CH-(NH

2
)-COOH + H

2
O

          ác. pirúvico                         alanina

Requisitos
Poder reductor: la fijación biológica del N

2
 es un proceso

reductivo y numerosos compuestos orgánicos pueden ser
empleados por los microorganismos fijadores heterótro-
fos como fuente de carbono, energía y poder reductor.

La ferredoxina y la flavodoxina pueden actuar de dona-
dores de electrones in vivo y el metil viológeno y ditionito
de sodio se emplean como donadores no fisiológicos en
sistemas in vitro.

Las ferredoxinas son proteínas-SFe, capaces de reducir
la nitrogenasa cuyo potencial redox de -0,43 voltios pue-
de variar en un determinado rango según los componen-
tes de la proteína. Las flavodoxinas son proteínas sin
hierro que poseen un flavin-mononucleótido (FMN) como
grupo prostético. Están codificadas por el gen nifF y son
capaces de transportar dos electrones. En Klebsiella pneu-

moniae, el donador de electrones a la enzima es una fla-
vodoxina que es reducida directamente por la piruvato-
reductasa, codificada por el gen nifJ. El formiato es un
importante donador de electrones en organismos fijado-
res aerobios y anaerobios facultativos. El H

2
 ha sido des-

crito como efectivo donador de electrones en extractos
acelulares de Clostridium pasteurianum.
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móvil y se lava (pérdidas y riesgos de polución) y final-
mente se pierde en la atmósfera como gases, por la des-
nitrificación (N

2
 y N

2
O). El óxido nitroso es muy peligroso

por su marcado efecto invernadero, con destrucción de la
capa de ozono.  Esta última ocurre en anaerobiosis, pero
también en suelos aireados, dentro de micrositios o agre-
gados donde se establece anaerobiosis. La alternancia
de ciclos de aireación y saturación estimulan estas pérdi-
das. Las bacterias responsables son anaerobias facultati-
vas.

Finalmente el ciclo del nitrógeno se cierra por el proceso
de fijación del N

2
, el cual es la fuente última de este ele-

mento en la naturaleza.

El cuadro 13 resume algunas consideraciones sobre futu-
ros desafíos relacionados a este importante elemento.

Cuadro 13- Perspectivas y opciones de manejo en
relación al ciclo global del N

� El uso de  fertilizantes N en el 2020 podría alcan-
zar 134.10

9
 kg año

-1

• necesidad de mayor énfasis en utilización efi-
ciente del N

• reinstalar cultivos inundados para prever pérdi-
das de N hacia estuarios

� El consumo de combustibles fósiles en el 2020
podría llegar a ~46. 10

9
 kg N año

-1
.

• necesidad de consumo eficiente de combusti-
bles fósiles

• otras alternativas energéticas: biodiesel, H
2
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Preguntas de repaso

1) Dibuje su propio diagrama del ciclo terrestre del N,
incluyendo las principales fuentes y las transforma-
ciones que puede sufrir.

2) Describa la composición del N-orgánico  y su relación
con su biodegradación.

3) A partir de los siguientes sustratos, analice las enzi-
mas involucradas en su mineralización, los produc-
tos intermediarios y finales:

Sustrato                                   enzimas                      productos

Proteínas
Péptidos
Quitina
Peptidoglicano
ARN, ADN
Urea

4) Describa la formación de nitratos y las vías que pue-
de seguir en  el suelo.

5) Ciclo interno del nitrógeno.
6) Compare los procesos de nitrificación y desnitrifica-

ción en relación a la microflora actuante y los meca-
nismos de obtención de energía en cada caso.

7) ¿Por qué una alternancia de aerobiosis/anaerobiosis
estimula la pérdida de nitrógeno de los ecosistemas
terrestres?

8) Desnitrificación en la rizosfera: ¿es estimulada?
¿Cómo evidenciaría el efecto neto en este ambiente?

9) Un residuo vegetal (45%C y 1,5%N) es picado y mez-
clado en el suelo. Asumiendo que la biomasa micro-
biana tiene una relación C/N de 8/1 y la eficiencia en
el uso del carbono de la población es del 40%, calcu-
le si dominará la mineralización o la inmovilización
neta. Explique sus resultados.

10) Analice las causas de pérdidas de nitrógeno en eco-
sistemas naturales y formas a implementar para evi-
tarlas.
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Fijación biológica del nitrógeno

(FBN)

El nitrógeno es un elemento fundamental para los seres
vivos y el desarrollo vegetal muchas veces se ve limitado
porque los suelos contienen poco nitrógeno. La fertiliza-
ción con compuestos nitrogenados orgánicos o inorgáni-
cos es una práctica frecuente.
El nitrógeno del suelo se origina a partir de la  reserva
inagotable que constituye la atmósfera, en donde se lo
encuentra como gas diatómico (N

2
) muy inerte debido a la

alta energía de enlace, superior a la que se presenta en-
tre los compuestos del carbono (cuadro 1) (Frioni, 1999).

Cuadro 1 - Energía de enlace en compuestos
                 con carbono y nitrógeno (kcal/mol)

C-C 92 N-N 38
C=C 146 N=N 98
C≡C 192 N≡N 225

En la naturaleza el nitrógeno se presenta en numerosos com-
puestos con estados de oxidación que van desde (+5) a (-3):

(+ 5) ácido nítrico (HNO
3
) (0) dinitrógeno (N

2
)

(+ 4) dióxido de N (NO
2
) (- 1) diimida (N

2
H

2
)

(+ 3) ácido nitroso (HNO
2
) (- 2) hidrazina (N

2
H

4
)

(+ 2) óxido nítrico (NO) (- 3) amoníaco (NH
3
)

(+ 1) óxido nitroso (N
2
O)

Este proceso microbiano es realizado por un grupo limita-
do de protistas inferiores llamados también diazotrofos

(diazo=N
2
, trofo=nutrición) a temperaturas y presiones

normales, gracias a la acción de una enzima muy com-
pleja, la nitrogenasa. El N

2
 se reduce también por vías

no biológicas.

a. Esquema del proceso biológico de fijación biológi-

ca del  nitrógeno (FBN)

     8 e-, 8 H+

N
2

2NH
3
 +  H

2

        N
2
asa                         aminoácidos, ureídos

donadores de e-

12-24 moles ATP/mol de N
2

Mg, Fe, Co
protección frente al O

2

esqueletos carbonados

Se estima que por esta vía se fijan al año cerca de 170
millones de toneladas de nitrógeno por organismos en vida
libre, asociados a vegetales no simbióticamente y en for-
maciones nodulares simbióticas (cuadro 2).

b. Procesos abiólogicos en la atmósfera

De importancia cuantitativa menor, se estiman unos 10-
20 x 106 toneladas de N/año, o sea un 10% del total fijado.

Algunos de los procesos

N
2
 + O

3
 (ozono) N

2
O + O

2
ozonización del N

2

N
2
O NO + N fotólisis del N

2
O

NO + O
3

NO
2
 + O

2
ozonización del NO

3NO
2
 + H

2
O 2HNO

3
 + NO hidratación del NO

2

NH
3
 + O NO

3

–
oxidación del NH

3

c. Procesos industriales, como el de Haber-Bosch

(1914)

              N
2
 + H

2
2NH

3

                         1000ºC
                          200-300 atmósferas
                           catálisis inorgánica
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móvil y se lava (pérdidas y riesgos de polución) y final-
mente se pierde en la atmósfera como gases, por la des-
nitrificación (N

2
 y N

2
O). El óxido nitroso es muy peligroso

por su marcado efecto invernadero, con destrucción de la
capa de ozono.  Esta última ocurre en anaerobiosis, pero
también en suelos aireados, dentro de micrositios o agre-
gados donde se establece anaerobiosis. La alternancia
de ciclos de aireación y saturación estimulan estas pérdi-
das. Las bacterias responsables son anaerobias facultati-
vas.

Finalmente el ciclo del nitrógeno se cierra por el proceso
de fijación del N

2
, el cual es la fuente última de este ele-

mento en la naturaleza.

El cuadro 13 resume algunas consideraciones sobre futu-
ros desafíos relacionados a este importante elemento.

Cuadro 13- Perspectivas y opciones de manejo en
relación al ciclo global del N

� El uso de  fertilizantes N en el 2020 podría alcan-
zar 134.10

9
 kg año

-1

• necesidad de mayor énfasis en utilización efi-
ciente del N

• reinstalar cultivos inundados para prever pérdi-
das de N hacia estuarios

� El consumo de combustibles fósiles en el 2020
podría llegar a ~46. 10

9
 kg N año

-1
.

• necesidad de consumo eficiente de combusti-
bles fósiles

• otras alternativas energéticas: biodiesel, H
2
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Preguntas de repaso

1) Dibuje su propio diagrama del ciclo terrestre del N,
incluyendo las principales fuentes y las transforma-
ciones que puede sufrir.

2) Describa la composición del N-orgánico  y su relación
con su biodegradación.

3) A partir de los siguientes sustratos, analice las enzi-
mas involucradas en su mineralización, los produc-
tos intermediarios y finales:

Sustrato                                   enzimas                      productos

Proteínas
Péptidos
Quitina
Peptidoglicano
ARN, ADN
Urea

4) Describa la formación de nitratos y las vías que pue-
de seguir en  el suelo.

5) Ciclo interno del nitrógeno.
6) Compare los procesos de nitrificación y desnitrifica-

ción en relación a la microflora actuante y los meca-
nismos de obtención de energía en cada caso.

7) ¿Por qué una alternancia de aerobiosis/anaerobiosis
estimula la pérdida de nitrógeno de los ecosistemas
terrestres?

8) Desnitrificación en la rizosfera: ¿es estimulada?
¿Cómo evidenciaría el efecto neto en este ambiente?

9) Un residuo vegetal (45%C y 1,5%N) es picado y mez-
clado en el suelo. Asumiendo que la biomasa micro-
biana tiene una relación C/N de 8/1 y la eficiencia en
el uso del carbono de la población es del 40%, calcu-
le si dominará la mineralización o la inmovilización
neta. Explique sus resultados.

10) Analice las causas de pérdidas de nitrógeno en eco-
sistemas naturales y formas a implementar para evi-
tarlas.
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Fijación biológica del nitrógeno

(FBN)

El nitrógeno es un elemento fundamental para los seres
vivos y el desarrollo vegetal muchas veces se ve limitado
porque los suelos contienen poco nitrógeno. La fertiliza-
ción con compuestos nitrogenados orgánicos o inorgáni-
cos es una práctica frecuente.
El nitrógeno del suelo se origina a partir de la  reserva
inagotable que constituye la atmósfera, en donde se lo
encuentra como gas diatómico (N

2
) muy inerte debido a la

alta energía de enlace, superior a la que se presenta en-
tre los compuestos del carbono (cuadro 1) (Frioni, 1999).

Cuadro 1 - Energía de enlace en compuestos
                 con carbono y nitrógeno (kcal/mol)

C-C 92 N-N 38
C=C 146 N=N 98
C≡C 192 N≡N 225

En la naturaleza el nitrógeno se presenta en numerosos com-
puestos con estados de oxidación que van desde (+5) a (-3):

(+ 5) ácido nítrico (HNO
3
) (0) dinitrógeno (N

2
)

(+ 4) dióxido de N (NO
2
) (- 1) diimida (N

2
H

2
)

(+ 3) ácido nitroso (HNO
2
) (- 2) hidrazina (N

2
H

4
)

(+ 2) óxido nítrico (NO) (- 3) amoníaco (NH
3
)

(+ 1) óxido nitroso (N
2
O)

Este proceso microbiano es realizado por un grupo limita-
do de protistas inferiores llamados también diazotrofos

(diazo=N
2
, trofo=nutrición) a temperaturas y presiones

normales, gracias a la acción de una enzima muy com-
pleja, la nitrogenasa. El N

2
 se reduce también por vías

no biológicas.

a. Esquema del proceso biológico de fijación biológi-

ca del  nitrógeno (FBN)

     8 e-, 8 H+

N
2

2NH
3
 +  H

2

        N
2
asa                         aminoácidos, ureídos

donadores de e-

12-24 moles ATP/mol de N
2

Mg, Fe, Co
protección frente al O

2

esqueletos carbonados

Se estima que por esta vía se fijan al año cerca de 170
millones de toneladas de nitrógeno por organismos en vida
libre, asociados a vegetales no simbióticamente y en for-
maciones nodulares simbióticas (cuadro 2).

b. Procesos abiólogicos en la atmósfera

De importancia cuantitativa menor, se estiman unos 10-
20 x 106 toneladas de N/año, o sea un 10% del total fijado.

Algunos de los procesos

N
2
 + O

3
 (ozono) N

2
O + O

2
ozonización del N

2

N
2
O NO + N fotólisis del N

2
O

NO + O
3

NO
2
 + O

2
ozonización del NO

3NO
2
 + H

2
O 2HNO

3
 + NO hidratación del NO

2

NH
3
 + O NO

3

–
oxidación del NH

3

c. Procesos industriales, como el de Haber-Bosch

(1914)

              N
2
 + H

2
2NH

3

                         1000ºC
                          200-300 atmósferas
                           catálisis inorgánica
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Cuadro 12- Pérdidas de N en un suelo inundado
con nitratos y glucosa a distintas temperaturas

(% N-NO
3
– agregado)

temperaturaºC 2 10 13 16 20 25 30 40 50 60 70
N-perdido 20 80 80 83 85 87 92 91 90  92 0

La vegetación  ejerce también un doble efecto sobre la
desnitrificación: aporta donadores de electrones por exu-
dación, restos de raíces, mantillo y, por otro lado, compite
con las bacterias por el nitrato disponible, reduciendo las
pérdidas por volatilización. El efecto neto parece ser esti-

mulante y el número de bacterias desnitrificantes es ele-
vado en la rizosfera. La profundidad limita el proceso por
disminución de la materia orgánica.

En resumen  La desnitrificación requiere aporte de com-
puestos orgánicos rápidamente metabolizables como son
los azúcares, o bien minerales para los autótrofos como
Sº, Fe++, H

2
, alto nivel de nitratos y pobre drenaje.

Pero la magnitud del proceso está también gobernada por
la temperatura, el pH, la humedad, que regula la aireación.
La volatilización es importante en aguas estancadas y en
suelos bien drenados y con activa nitrificación, que sufre
períodos de anaerobiosis parcial en épocas de lluvias o lue-
go de la aplicación de restos orgánicos. Es menor en sue-
los permanentemente anegados por la imposibilidad de for-
mación de nitratos. Las pérdidas son importantes en zona
tropical y en la zona templada en praderas. Cerca de la
superficie del suelo el nivel de materia orgánica, nitratos y
microflora activa es mayor y es allí donde se forma mayor
cantidad de nitratos que se pueden desnitrificar antes de
llegar a la zona radical, en anaerobiosis.

Como práctica agrícola conservacionista se aconseja
agregar los donadores de electrones: materia orgánica
como abonos verdes, rastrojos, etc. fraccionadamente en
el tiempo, evitando su acumulación y el empleo de fertili-
zantes amoniacales y no nítricos e incluso el empleo de
inhibidores de la nitrificación.

Bioquímica de la desnitrificación
El esquema siguiente presenta los posibles mecanis-
mos:

NO
3
– NO

2
– NO

HNO   H
2
N

2
O

2
N

2
O

NO
2
NH

2
N

2

La reducción de nitrato a nitrito es catalizada por un nitra-
to reductasa.

En bacterias esta conversión constituye la primera etapa
de dos vías metabólicas diferentes: una respiratoria que
conduce a N

2
O o N

2
 (desnitrificación) y la otra asimilativa

que lleva a NH
3
. Algunas especies asimilan y respiran los

nitratos: Aerobacter aerogenes, Micrococcus denitrificans.
La nitrato reductasa de P. aeruginosa es una sulfihidril
molibdo flavoproteína específica para NADH y funciona
con el citocromo c:

NADH FAD cit
c

NO
3

– reductasa NO
3

NO
2
–

cit. oxidasa O
2

H
2
O

La nitrato reductasa (Mo-Fe proteína no hemínica) es inhibi-
da por el O

2
 que reprime su biosíntesis. El paso siguiente:

NO
2
– NO es mediatizado por una nitrito reductasa, que se-

gún el organismo es una hemoproteína con dos hemos de
tipo c y d o una cuproproteína, ambas solubles, que emplean
el NADH o FADH. Se formaría un intermediario hipotético, el
nitroxilo, tal vez en forma de complejo con la enzima.

Resumen
Como vimos el ciclo del nitrógeno es complejo  y el cono-
cimiento de su funcionamiento en ecosistemas naturales
es de sumo interés  a los efectos de lograr mayor produc-
tividad y sustentabilidad y para mejorar los problemas del
ambiente. La mayoría del N de los suelos se encuentra
en formas orgánicas que liberan lentamente las formas
minerales más dinámicas. Los procesos de mineraliza-
ción-inmobilización gobiernan el nivel de minerales y la
relación C/N de la materia orgánica en descomposición
es uno de los factores que regulan estos procesos. La
amonificación es un proceso más difundido y menos es-
pecífico y exigente que el paso siguiente, la nitrificación.

Los nitratos tienen múltiples destinos en la naturaleza: es
tomado por los vegetales y los microorganismos, es muy
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Este proceso representa menos del 30% de la fijación to-
tal mundial. Vimos que otro 10% provendría de  los proce-
sos no biológicos realizados en la atmósfera, es de supo-
ner entonces que más de un 60% del  total de nitrógeno
que se incorpora cada año en el suelo y aguas provendría
de la FBN.

Cuadro 2 - Fijación biológica del nitrógeno atmos-
férico y  flujo anual de N en términos globales

Fuente de fijación x 106 toneladas/año

industrial (fertilizantes) 49
atmosférica (electroquímica) 10
otros procesos químicos 35

FBN total 170
sistemas simbióticos 50
total en sistemas terrestres 139

Leguminosas 35
arbóreas (100-300 kg/ha/año)
granos (40-240 kg/ha/año)
abonos verdes (100-360 kg/Ha/año)

cultivo de arroz (10-80 kg/ha/año) 4
pasturas (15kg/ha/año) 45
otros cultivos (5kg/ha/año) 5
ecosistemas forestales (10kg/ha/año) 5
otros ecosistemas (2kg/ha/año) 10

cantidad N en suelos 105.000
absorción total de N 1.400
N mineralizado 3.500
N desnitrificado 135
N perdido por erosión/lavado 85

La producción de fertilizantes químicos requiere una ener-
gía muy considerable para separar el H

2
 del gas natural o

del petróleo, menos cantidad para comprimir los reactivos
y calentarlos y otra importante cantidad   para el traslado
y distribución desde las plantas industriales al campo. La
necesidad de conservar   los combustibles fósiles, el car-
bón, el metano y el petróleo incentiva las investigaciones
sobre la FBN.

Proceso bioquímico de la fijación del N
2

La fijación biológica del N
2
 consiste en la reducción del

gas dinitrógeno hasta amonio; los intermediarios postu-
lados son diimida e hidrazina, aunque aún no han sido
aislados. El amonio es rápidamente convertido en ami-
noácidos, proteínas y luego en todas las moléculas nitro-
genadas requeridas por la célula. El amonio formado se
combina con moléculas carbonadas provistas por la célu-
la fijadora en caso de fijación por organismos en vida li-
bre, o por la actividad fotosintética del huésped, en caso
de asociaciones con vegetales. Ocurren reacciones del
tipo de las siguientes:

HOOC-CO-CH
2
--COOH + NH

3
            NH

2
-CHCOOH-CH

2
-CH

2
COOH + H

2
O

             ác. alfa-ceto           ác. glutámico             ác. glutámico
               glutárico             deshidrogenasa

CH
3
-CO-COOH + NH

3
                 CH

3
-CH-(NH

2
)-COOH + H

2
O

          ác. pirúvico                         alanina

Requisitos
Poder reductor: la fijación biológica del N

2
 es un proceso

reductivo y numerosos compuestos orgánicos pueden ser
empleados por los microorganismos fijadores heterótro-
fos como fuente de carbono, energía y poder reductor.

La ferredoxina y la flavodoxina pueden actuar de dona-
dores de electrones in vivo y el metil viológeno y ditionito
de sodio se emplean como donadores no fisiológicos en
sistemas in vitro.

Las ferredoxinas son proteínas-SFe, capaces de reducir
la nitrogenasa cuyo potencial redox de -0,43 voltios pue-
de variar en un determinado rango según los componen-
tes de la proteína. Las flavodoxinas son proteínas sin
hierro que poseen un flavin-mononucleótido (FMN) como
grupo prostético. Están codificadas por el gen nifF y son
capaces de transportar dos electrones. En Klebsiella pneu-

moniae, el donador de electrones a la enzima es una fla-
vodoxina que es reducida directamente por la piruvato-
reductasa, codificada por el gen nifJ. El formiato es un
importante donador de electrones en organismos fijado-
res aerobios y anaerobios facultativos. El H

2
 ha sido des-

crito como efectivo donador de electrones en extractos
acelulares de Clostridium pasteurianum.
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ducen en altos niveles de agua y en suelos mal drenados.
Pueden coexistir, como vimos, habitats anaerobios (inte-
rior de agregados, rizosfera) en suelos aereados.

servó que en ciclos de 10 días húmedos y 10 días secos
se pueden remover un 67% del N de la materia orgánica.

pH: la desnitrificación es sensible a la acidez y las pérdi-
das en ambientes muy ácidos no pueden atribuírse direc-
tamente a causas biológicas. Sobre el pH 6,0 se forma
N

2
O pero se reduce a N

2
 que es el gas dominante. Debajo

de pH 6,0 la reducción es inhibida y predomina el óxido
nitroso: la producción de N

2
O es máxima en suelos áci-

dos y mínima en neutros. La reducción ulterior N
2
O a N

2

se produce en todos los casos. El óptimo del grupo se
sitúa en el rango neutrófilo: 7,0 - 8,2 coincidente con la
máxima actividad bacteriana, pero los rangos se extien-
den desde pH 4,5 a 10,0.

Temperatura: el proceso ocurre lentamente a bajas tem-
peraturas (2ºC) y la velocidad de pérdida de nitratos au-
menta con la temperatura. El óptimo para algunos auto-
res se sitúa en el rango termófilo (40-75ºC). La desnitrifi-
cación a bajas temperaturas tiene gran significado agrí-
cola ya que posibilita pérdida de nitrógeno en las estacio-
nes frías cuando el suelo no posee una cubierta vegetal
que absorba a los nitratos. Es aconsejable mantener una
vegetación extendida que puede luego ser enterrada evi-
tando pérdidas de nitrógeno.

La alternancia de períodos de buena y mala aireación ejer-
ce un efecto acelerador de las pérdidas de N por desnitri-
ficación. La figura 10 muestra la evolución del nitrógeno
total (Nt) y del N-NO

3
– en un suelo incubado a 35ºC du-

rante 60 semanas en tres condiciones:

a.mantenido constantemente a 16-20% de humedad
b.mantenido siempre saturado en agua
c.saturado en agua la primera mitad del ciclo (3 sema-

nas) y secado hasta 18% de humedad y mantenido así
la segunda mitad del ciclo (3 semanas).

Se repite el procedimiento en cada uno de los ciclos. El
suelo permanentemente saturado volatiliza los nitratos
pero no puede producirlos más en anaerobiosis. La alter-
nancia de saturación y drenaje causa la mayor pérdida de
Nt: en saturación el humus se mineraliza lentamente a
amonio, que es oxidado a nitrato en la segunda parte del
ciclo, perdiéndose en el período de anegamiento.

Como consecuencia parte del N del humus se volatiliza.

Este principio se aplica en las plantas de tratamientos

de aguas servidas; ciclos de aerobiosis y anaerobiosis
eliminan prácticamente todo el nitrógeno orgánico por ni-
trificación y desnitrificación. En columnas de suelo se ob-

N perdido
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 Figura 9-  Efecto de la materia orgánica (mg/kg)
en la desnitrificación

El cuadro 12 muestra el efecto de la temperatura de incu-
bación en la desnitrificación de nitratos en 30 días en sue-
lo inundado con glucosa. Se verifica el óptimo en el rango
termófilo.

Figura 10- Pérdidas de N en suelo sometido
a distintos tratamientos
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En los organismos fotosintéticos la fuente de poder reduc-
tor proviene del flujo electrónico derivado de la clorofila.

Energía (ATP): en términos fisiológicos la fijación del N
2

es un proceso muy costoso para la célula. Se calculan
entre 12 y 24 los ATP requeridos para reducir un mol de
N

2
. Esta molécula se genera en la célula por los procedi-

mientos habituales:

� fosforilizaciones oxidativas en organismos aerobios

� fosforilaciones a nivel del sustrato en anaerobios

� fotooxidaciones en organismos fotosintéticos

En estudios in vitro se han utilizado sistemas artificiales de
generación de ATP, no empleando ATP puro, pues se com-
probó que la acumulación de ADP inhibe a la nitrogenasa.

Resumiendo:

� en los organismos heterótrofos los compuestos orgá-
nicos son empleados como fuente de carbono, de po-
der reductor y de energía

� en los fotosintéticos, es el flujo electrónico derivado
de los sistemas pigmentarios, el que llega a reducir si-
multáneamente al N

2
 y al CO

2

Metales: constituyen otro requerimiento imprescindible
para la nitrogenasa. El magnesio reacciona con el ATP
para dar la sal monomagnésica, que reacciona con la ni-
trogenasa, según los modelos que explican el funciona-
miento de esta enzima. Otros minerales presentes en la
nitrogenasa son el hierro y el molibdeno. Suelos carentes
en estos elementos limitan la fijación.

La nitrogenasa es la enzima responsable de la reduc-
ción y dada su complejidad resulta muy difícil de purificar.
Además, por su extremada sensibilidad frente al O

2
 los

trabajos in-vitro se han limitado en el tiempo. Recién en
1960, se logró purificar la enzima a partir de un organis-
mo anaerobio, el Clostridium pasteurianum. Hacia 1974
se lograron aislamientos a partir de unos 25 microorga-
nismos, incluidos los aerobios, pero trabajando siempre
en ausencia de O

2
.

La enzima está integrada por dos componentes, dos
metaloproteínas fácilmente separables que recibieron

distintos nombres según los laboratorios que las purifi-
caron.

El componente I, también denominado Mo-Fe proteí-

na, Azofermo, dinitrogenasa y está formada por 4 subu-
nidades de cadenas polipeptídicas. En Azotobacter su PM
es de 220.000 y posee 22-24 átomos de Fe y 2 de Mo.
Vida media en el aire: hasta 20 minutos.

� El componente II, o Fe proteína o Azofer, ferropro-

teína, dinitrogenasa reductasa, PM 55.000-66.000, po-
see 2 subunidades proteicas con 4 átomos de Fe y unio-
nes sulfuro lábil., vida media en el aire 0,5-0,75 segun-
dos. El complejo estaría en equilibrio dinámico con sus
dos componentes:

    Proteína Mo-Fe + 2 Proteína Fe                    N
2
asa

Extractos con actividad nitrogenasa se han preparado a
partir de organismos diferentes: aerobios, anaerobios,
microaerofílicos y algunas cianobacterias y sistemas sim-
bióticos con leguminosas y no leguminosas. Se han aisla-
do nitrogenasas que no dependen del Mo, sino del vana-
dio (V) (nitrogenasa 2) y otra que no depende ni del Mo ni
del V, la nitrogenasa 3, que es una FeFe-proteína, con
propiedades y afinidades por los sustratos diferentes a la
clásica nitrogenasa. Son las llamadas nitrogenasas al-

ternativas.

La figura 1 (Gonzalez-Lopez, Lluch-Plá, 1992) presenta
modelo de flujo electrónico en esta enzima y otros sustra-
tos  reducidos también por el complejo enzimático.

Sustratos de la enzima
El dinitrógeno es el sustrato natural de la enzima, es re-
ducido a amonio en una reacción irreversible que va acom-
pañada de la liberación de H

2
. La relación entre H

2 
produ-

cido/N
2 
reducido puede variar según las nitrogenasas de

los microorganismos, pero nunca es inferior a 1.

   N
2
 + 16 ATP + 8 e- + 10 H+              2NH

4
+ + H

2
 + 16 Pi

Hasta la década de 1960 se pensaba que el dinitrógeno era
el único sustrato de la enzima, pero se evidenció que la
reacción era inhibida por determinados “análogos” del N

2
,

pequeñas moléculas con triple enlace, como el acetileno,
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Thiobacillus denitrificans oxida Sº, H
2
S y difiere de los otros

thiobacilos por su capacidad para crecer anaeróbicamen-
te cuando están presentes los nitratos:

Sº, S
2
O

3
= +  NO

3
– + H

2
O → SO

4
= + N

2
 +  H+

Hidrogenomonas agilis y Micrococcus denitrificans oxidan
el H

2
 con reducción de nitratos. Sporovibrio ferrooxydans

reduce nitrato en anaerobiosis, oxidando Fe++.

El rol de estos organismos en naturaleza no se puede
inferir a partir de estudios en cultivo puro. De todos mo-
dos, su número no es nunca alto en ecosistemas natura-
les y las mayores pérdidas de nitratos se producen por
los heterótrofos.

Ecología
La restricción de la actividad desnitrificante a pocos géne-
ros hace que la magnitud el proceso esté marcadamente
afectada por el ambiente. Los cambios en éste pueden
estimular o bien inhibir las pérdidas de nitratos.

Las condiciones que deben reunirse para que el proce-
so heterótrofo sea estimulado:

� alto nivel de nitratos,
� sustancias donadoras de electrones (materia orgá-

nica)
� anaerobiosis

Los nitratos se producen por nitrificación o son aporta-
dos en fertilizantes nítricos, amoniacales u orgánicos que
pueden ser llevados a nitratos. También pueden provenir
de otros horizontes arrastrados por el agua. Incluso en
suelos de arrozales donde en general se fertiliza con amo-
nio, éste puede oxidarse a nitrato en las capas superiores
del agua y luego ser desnitrificado más abajo.

La anaerobiosis se logra fácilmente en aguas, a unos
pocos centímetros de la superficie y en los suelos existen
microagregados en los cuales la demanda biológica ago-
ta rápidamente el O

2
 y como éste es un gas que difunde

lentamente por los poros del suelo y es poco soluble en
agua, se crean ambientes anaerobios en el seno de sue-
los bien estructurados.

Pero el oxígeno ejerce además un rol indirecto, ya que es
requerido para la producción de nitratos. La desnitrifica-
ción se favorece en agregados de más de 4 mm de diá-
metro ya que resulta difícil al O

2
 llegar por difusión hasta

el centro donde ocurrirá la desnitrificación. El suelo está
constituido por un mosaico de habitats, coexistiendo los
oxigenados para la oxidación del amonio y los anaero-
bios, donde se reducen los nitratos.

La alternancia de períodos de buena y mala aereación, o
períodos de lluvia intermitentes pueden facilitar la forma-
ción y la reducción consiguiente de los nitratos.

El cuadro 11 muestra la relación entre el nitrógeno perdi-
do como gas y la atmósfera de incubación de los nitratos.

Cuadro 11- Efecto de la composición de la
atmósfera en la  desnitrificación

N perdido como % del N-NO
3

–-
 agregado

atmósfera agitado estacionario

aire 28,2 81,0
oxígeno 0,0 28,0
nitrógeno 80,1 79,2
vacío 78,6 80,0

La materia orgánica estimula la desnitrificación, pues
como ya vimos la mayoría de las especies activas son
heterótrofas. Ejerce doble rol:
� directamente, actúa como fuente de carbono y de electro-

nes e indirectamente, provoca una eclosión de microor-
ganismos en su mayoría aerobios, que disminuyen el nivel
de oxígeno facilitando las pérdidas por desnitrificación.

La figura 9 presenta las pérdidas de N en el suelo incuba-
do con nitratos (5 mg de N-NO

3
–) en anaerobiosis a 25ºC

y diferentes dosis de paja de trigo. Las sustancias rápida-
mente descomponibles favorecen el proceso: azúcares
simples, ácidos orgánicos. Los abonos verdes estimulan
el proceso y las pajas en menor proporción.

Otros factores
Humedad: en suelos bien drenados la desnitrificación se
correlaciona con el nivel de humedad. Los nitratos se re-
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Protección frente al oxígeno
La fijación de N

2
 requiere un acoplamiento eficiente entre

los sistemas generadores de ATP, que en muchos diazo-
trofos es la fosforilación oxidativa y la protección de la
nitrogenasa frente al oxígeno. Teóricamente todos los dia-
zotrofos protegen a la enzima según distintas estrategias.

Polímeros extracelulares: cápsulas y capas mucosas li-
mitan el flujo de oxígeno a la célula.

Microaerofilia: diazotrofos aerobios migran hacia regio-
nes de baja tensión de O

2
 donde pueden expresar la ni-

trogenasa.

Protección respiratoria: una intensificación del proceso
respiratorio permite la reducción del O

2
 a concentracio-

nes inocuas para la enzima. Proceso descrito en Azoto-

bacter, se induce un cambio en la actividad de los citocro-
mos de la CTE y un desvío del flujo de electrones que
estimulan el consumo de O

2
 hacia oxidasas terminales

alternativas. La respiración es más ineficiente y produce
menos ATP/mol de sustrato.

Protección conformacional: cultivos de Azotobacter po-
seen este mecanismo relacionado a modificaciones bio-
químicas de la enzima (se combina equimolecularmente
con una tercera SFe-proteína llamada SFeII en presencia
de iones Mg).

Inhibición reversible: un mecanismo alternativo propues-
to para Klebsiella y Rhodopseudomonas está relaciona-
do en la competencia entre dos sistemas enzimáticos, ni-
trogenasa y cadena respiratoria por una reserva común
de poder reductor.

Las proteínas como ferredoxina o flavodoxina, donadores
de electrones a la N

2
asa, son también fácilmente oxida-

bles, generando radicales libres. Esta oxidación podría
relacionarse con la inhibición reversible.

Separación espacial de la nitrogenasa: en células es-
pecializadas como los heterocistos en cianobacterias o
las vesículas en Frankia, la separación de la actividad
nitrogenasa puede ser temporal o espacial. En cianobac-
terias sin heterocistos los procesos son secuenciales:
durante el día se produce la fotólisis del agua y se genera

cianuro, azidas, etc. (Zuberer, 1998). Se demostró que es-
tas moléculas son sustratos que podían ser reducidas por
la enzima (cuadro 3). El acetileno es un inhibidor no com-
petitivo de la reducción del N

2
 (figura 1), mientras que el N

2

inhibe competitivamente la reducción del acetileno

Inhibidores
El H

2
 es un inhibidor competitivo  de la reducción del N

2
,

pero no de la de protones, ni de otra reducción catalizada
por la enzima. El O

2
 inactiva ambos componentes de la

N
2
asa, actúa como inhibidor no competitivo. El mecanis-

mo no está totalmente dilucidado, puede relacionarse con
la expresión de los genes nif o con la formación de radi-

cales libres (superóxidos) generados en el ambiente al-
tamente reductor donde funciona la enzima.

Figura 1 - Representación de la estructura de las nitrogenasas

A) nitrogenasa dependiente del Mo. B) nitrogenasas
alternativas

    Las subunidades γ forman parte de la Fe-proteína, la δ es
específica de las nitrogenasas alternativas, los centros 4Fe-
4S ❒ y cofactores � se localizan en cada proteína.

Cuadro 3 - Sustratos de la nitrogenasa

Sustrato Km(mM) Productos

dinitrógeno 0,1 NH
3
, H

2

azida (N≡N-N-)- 1,0 N
2
, NH

3
, N

2
H

4

cianuro (C≡N)- 0,4 CH
3
NH

2
, NH

3
, CH

4

óxido nitroso (N
2
0) 1,0 N

2
, H

2
0

acetileno CH≡CH 0,1 C
2
H

4

protones H+ - H
2

alquilcianuro
(R-C≡N) 10 RCH

3
, NH

3

2MgADP
   +2Pi

C2H6
C2H4

N2

H+

H2
NH

3
+H

2

N
2

H+
C

2
H

2

H
2

NH
3
+H

2
C2H4

2MgATP

C
2
H

2

ααααα βββββγγγγγ

ααααα βββββγγγγγ

ααααα βββββγγγγγ

βββββ αααααγγγγγ

δδδδδ

δδδδδ

e                     e

e                    e

2MgADP
   +2Pi

2MgATP
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Desnitrificación

Efectos en la naturaleza
� los vegetales se perjudican ya que los nitratos son su

principal fuente de nitrógeno
� el ambiente se beneficia ya que los nitratos altamente

tóxicos y solubles son lavados del suelo y llevados a
cauces de agua. La desnitrificación es vital en la conti-
nuidad del ciclo del nitrógeno. Si no ocurriera este pro-
ceso, el nitrógeno de la tierra, incluyendo el N

2
 atmosfé-

rico, se acumularía en los océanos, impidiendo la vida
terrestre. La desnitrificación mantiene también la pota-
bilidad de las aguas, ya que altas concentraciones de
nitratos son tóxicas.

Microorganismos responsables
Los microorganismos vinculados a la desnitrificación no
dependen de los nitratos para su desarrollo. Muchos de
ellos son también activos en la proteolisis, amonificación
y otras transformaciones biológicas. La presencia de una
alta población desnitrificante en suelos, aguas, no implica
que las condiciones sean las óptimas para el proceso; se
refleja solamente un gran potencial desnitrificante.

Así, la capa arable de suelos contiene más de 106 desni-
trificantes/g suelo seco. La población es mayor en la
vecindad de las raíces y el potencial de volatilización es
grande, pero deben reunirse las condiciones para que
los organismos cambien su metabolismo aerobio por una
respiración anaerobia, con nitrato como aceptor final de
electrones.

Son bacterias auto y heterotróficas anaerobias
facultativas con dos cadenas transportadoras de elec-
trones
� en aerobiosis realizan respiraciones aerobias del sus-

trato, por ejemplo, glucosa

� en anaerobiosis degradan el mismo sustrato por res-
piración anaerobia con nitrato como aceptor de elec-
trones

 Un 85% de las especies testadas pueden reducir nitra-
tos a nitritos. El grupo que reduce los nitratos hasta amo-
nio es también amplio, un 45% del total, e incluye a la

mayoría de las especies amonificantes, que también
pueden reducir nitratos. Estos grupos no ocasionan pér-
didas de N, ya que nitrito y amonio son empleados por la
microflora.

Los desnitrificantes verdaderos que reducen nitratos
hasta N

2
 u óxido nitroso, sólo representan un 4% de las

especies testadas y son bacterias típicas. Ningún protista
superior es capaz de obtener energía de esta reacción
Son especies de pocos géneros: Pseudomonas, Achro-

mobacter, Bacillus, Spirillum, Micrococcus.

Son anaerobias facultativas, que emplean nitratos en con-
diciones de anaerobiosis o de muy baja concentración de
O

2
 (0,2 mg/L en medio líquido). El O

2
 reprime la formación

nitrato, nitrito y óxido nitroso reductasa y además inhibe
la función de la que ya está sintetizada.

Aislamiento: en condiciones de anaerobiosis, con nitrato
y donadores de electrones, en general orgánicos, ya que
la mayoría de las especies son heterótrofas. Luego de un
enriquecimiento producen gran cantidad de gas y alcalini-
zan la solución. Muchas especies de Bacillus son termófi-
las y se aislan a 55-65ºC.

Heterótrofos:  CH
3
 COOH +  NO

3
–  →CO

2
 +  N

2
 +  H

2
O + OH–

Sustrato: innumerables moléculas resultantes de la de-
gradación de polímeros: celulosa, hemicelulosas, almidón
se usan como fuente de carbono, asi como algunos com-
puestos aromáticos y sintéticos.

Las asociaciones comensalísticas entre los degradado-
res de estos polisacáridos y las bacterias desnitrificantes
han sido descriptas como muy frecuentes. Con raras ex-
cepciones los desnitrificantes son incapaces de fermen-
tar azúcares y no pueden crecer en anaerobiosis sin ni-
tratos ni nitritos. Ninguno es anaerobio estricto.

Autótrofos: se citan en la bibliografía unas pocas espe-
cies de bacterias autótrofas facultativas, que realizan des-
nitrificación oxidando un sustrato mineral, H

2
, Sº, que se

desarrollan en el aire o anaeróbicamente con compues-
tos inorgánicos como fuente de energía y O

2
 o NO

3
– como

aceptores de electrones, respectivamente.
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ATP y en períodos oscuros se activa la nitrogenasa y la
respiración mantiene el nivel de O

2
 adecuado. La fijación

en especies heterocísticas se puede realizar en el aire.

Barreras a al difusión: los nódulos de leguminosas y
actinorrizas ofrecen varios mecanismos de protección que
analizaremos en otro capítulo, pero la barrera mecánica
de las células de la corteza del nódulo limita la entrada
de O

2
 a la zona bacteriana. Sistemas membranosos in-

ternos de muchos diazotrofos, del tipo de los mesosomas,
limitan la llegada del oxígeno a la enzima.

Regulación de la nitrogenasa
La figura 2 esquematiza los mecanismos de regulación
de la FBN. El nitrógeno combinado suprime la fijación por
inhibición de la síntesis de la nitrogenasa, mediante me-
canismos de represión de la expresión de los genes res-
ponsables de la síntesis de los componentes de la enzi-
ma (genes nif). En Klebsiella pneumoniae la represión ha
sido estudiada en detalle y la molécula crucial es una en-
zima, la glutamino sintetasa, que cataliza el primer paso
en la síntesis de aminoácidos: el amonio reacciona con el
glutamato formando otro aminoácido: la glutamina.

Figura 2-  Esquema del control de la nitrogenasa

La mayoría de los otros aminoácidos se forman por trans-
ferencia del nitrógeno desde la glutamina a otros com-
puestos.

La glutamino sintetasa es regulada por inhibición feed

back o retroalimentación, por distintos productos finales

de la síntesis de aminoácidos. Alta concentración de glu-
tamina o de algún otro aminoácido disminuye la actividad
de la enzima y suprime también la producción de aminoá-
cidos adicionales.

Métodos para evaluar la FBN

Crecimiento y morfología
� Si se logra incremento en la biomasa o en el número

de organismos inoculados en un medio de cultivo sin
nitrógeno combinado, puede afirmarse que el organis-
mo es un diazotrofo. Es necesario confirmar la capa-
cidad fijadora, pues muchos organismos crecen a ex-
pensas de pequeñas impurezas de los medios de cul-
tivo, o crecen como contaminantes luego de un pe-
queño desarrollo de los diazotrofos.

� La presencia de células especializadas en la fijación del
N

2
, como los heterocistos en cianobacterias filamento-

sas y las vesículas, en Frankia, es indicio de que el
organismo puede fijar N

2
.

Contenido de nitrógeno
Se permite desarrollar al microorganismo o sistema sim-
biótico en un medio sin nitrógeno o con muy poca canti-
dad. Las medidas de este elemento por técnicas conven-
cionales como la de Kjeldahl (digestión ácida en caliente
de la materia orgánica, destilación y titulación del NH

3
),

permiten detectar fijación si ésta es de cierta magnitud
(más del 1% del N inicial). Los errores son altos y la mues-
tra se destruye en el análisis.

Empleo de isótopos del N

� La aplicación del isótopo radioactivo N13 es muy limita-
da por la corta vida media (11 minutos) y su elevado
costo. El uso del isótopo estable N15 constituye una de
las mejores pruebas de la fijación del N

2
. Es más sensi-

ble que el Kjeldahl (1000X) (Stevenson y Cole, 1999).

Las metodologías empleadas se basan en:
� uso de 15N

2
 gas: la muestra se incuba en sistema cerra-

do con N
2
 enriquecido con N15 y luego de un  período apro-

piado se convierte todo el N de la muestra en NH
3
 por

digestión ácida, se destila y se recoge el amonio formado,
por ejemplo en ácido bórico. En el momento del análisis

N
2

NH
3

inhibición por
retroalimentación

glutamato

glutamato

sintetasa

nitrogenasa
glutamina

comp. II      otros

cofactor Mo

de e-

proteinas

componente I comp. II oxidado

    nif B            nif F           nif D                nif H
                control de la expresión de los genes

reducido aminoácidostransporte
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que se mineralicen las células o los productos nitroge-
nados excretados.

b. Reducción desasimilativa o respiración de los ni-

tratos: muchos microorganismos en anaerobiosis total o
parcial sustituyen el O

2
 por los nitratos como aceptor de

electrones en respiraciones anaerobias, generando ATP
y poder reductor. De acuerdo al organismo y a las condi-
ciones del medio, los productos finales pueden ser:
NH

4
+, NO, N

2
O, NO

2
–, N

2
 y aún otras formas del nitrógeno,

que serán excretados por las células al medio. Otros pue-
den reducirlos hasta amonio.

Si el N
2
 ó el N

2
O son los productos formados en la respi-

ración de los nitratos, el proceso recibe el nombre de des-

nitrificación.

Metodología: la cromatografía de gases permite seguir
con mucha precisión el contenido de N

2
 y N

2
O en la at-

mósfera del suelo y el empleo de N15-NO
3
–  permite eva-

luar con exactitud estas  causas de pérdidas de nitróge-
no. Actualmente se trata de evaluar esta importante cau-
sa de pérdida de fertilizantes en suelos y aguas, aplican-
do técnicas de evaluación tanto in-vitro como in-situ.

Las reacciones pueden iniciarse con nitritos o nitratos y los
productos finales se pierden a la atmósfera (cuadro 10).

Cuadro 10- Procesos que involucran reducción de
nitratos

Procesos Productos  Energía  Regulada por Condiciones
conservada del suelo

Asimilativo NH4

+
no NH4

+
, N-org baja conc.NH

4

+

Asimilación o
inmovilización
de nitratos

Desasimilativo

*quimiodesni- NO más que no ácidas
trificación N2

*desnitrificación N
2
O no ? aeróbica

no respiratoria

* respiración
NO3

– (*) NO2
– si O2 anaeróbica

*NO
3

– reducción
desasimilativa
a  NH

4
+ NH

4
+  N

2
O pocas cepas O

2
anaeróbica

*desnitrificación
respiratoria N

2
  N

2
O  NO si O

2
anaeróbica

En suelos ácidos de pH 5,0 o menor, los gases nitrogena-
dos pueden producirse químicamente, con NO a partir de
nitritos. En la mayoría de los suelos, la desnitrificación
respiratoria constituye la principal causa de pérdidas de
nitratos. En la llamada desnitrificación no respiratoria
(Mayrold, 1998), los organismos producen óxido nitroso
en condiciones aerobias, pero no obtienen energía de este
proceso que es realizado por numerosas bacterias, hon-
gos y algas. Con excepción de pocos géneros, (Lactoba-

cillus, Fusarium), la fracción de nitratos convertida, es en
general menos de 25%, pero su importancia en la natura-
leza no está bien determinada.

Bacterias que respiran nitratos convirtiéndolo a nitrito
en condiciones anaeróbicas, obtienen energía por fos-
forilización oxidativa (368kcal mol–1 NO

3
–). Bacterias en-

téricas, que son anaerobios facultativos, son ejemplos
típicos, a pesar de que muchos de ellas pueden tam-
bién reducir nitratos a amonio, proceso conocido como
reducción desasimilativa de nitratos a amonio, bajo
condiciones anaerobias por varios géneros bacteria-
nos:

NO
3
– + 4H

2
 + 2H+            NH

4
+ + 3H

2
O

Se transfieren un total de 8 electrones en la reducción,
con rendimiento energético de 143 kcal mol–1 de nitrato.
La primera etapa es la reducción de los nitratos a nitrito,
ligada a la producción de energía por fosforilación oxidati-
va por respiración. Muchas especies bacterianas que rea-
lizan este proceso no ganan energía adicional por la re-
ducción de los nitritos a amonio.

Los investigadores se preguntan sobre las ventajas de
esta reducción de los nitratos a amonio, dada la escasa
energía generada. Para algunos esta energía serviría
para regenerar poder reductor reooxidando los NADH

2
.

Estas observaciones en cultivos puros se correlacionan
con estudios ecológicos: las bacterias que reducen ni-
tratos a amonio predominan en ambientes ricos en car-
bono (mayor necesidad de poder reductor), como los
sedimentos y aguas servidas, mientras que los desni-
trificantes (reducción de los nitratos a N

2
, N

2
O) dominan

en ambientes pobres en carbono, como los suelos.

 ➤
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se oxida este amonio a N
2
 el que se analiza en espectró-

metro de masa, que separa en un campo magnético los
distintos isótopos según su masa (30, 29 ,28). El método
posee escasa utilidad en condiciones naturales y limita-
ciones en condiciones controladas.

� uso de fertilizantes o sustratos enriquecidos con N15:
I. técnica de la dilución isotópica, se acepta como el más

útil para medir la FBN
II. técnica que usa el “valor A” (proporción del N15 que la

planta toma del fertilizante)

� evaluación de la diferencia que existe en la abun-
dancia natural en N15 entre la atmósfera y el suelo. Esta
técnica exige gran precisión y brinda datos de gran con-
fiabilidad.

Se evalúan los incrementos en la abundancia en N15

sobre un valor promedio de 0,364% que representa la
abundancia natural de este isótopo en la atmósfera.
Valores superiores en 0,015% a ese promedio se acep-
tan como evidencia positiva de fijación. Las técnicas
isotópicas constituyen sin duda la herramienta más
importante en la evaluación de la fijación en todos los
sistemas biológicos, en el laboratorio o en el campo
(Barea, 1991).

Determinación de la actividad nitrogenásica
El descubrimiento de que la nitrogenasa puede reducir
otros sustratos además del N

2
 permitió desarrollar desde

1966 un método analítico rápido y eficaz que emplea ace-

tileno que inhibe la reducción del N
2
 por la nitrogenasa y

es reducido a etileno. Ambos se evalúan en cromatogra-
fía en fase gaseosa con columna de resinas como el Po-
rapak, con N

2
 como gas transportador y detector de ioni-

zación de llama.

 Esta técnica es muy usada por su rapidez, sensibili-
dad y por la estabilidad del producto formado, el C

2
H

4
,

que permite trasladarlo en frascos cerrados tipo anti-
biótico hacia el laboratorio. La conversión teórica en-
tre moles de acetileno y de N

2
 reducidos por el inter-

cambio de electrones es entre 4 y 3/1: N
2
/(C

2
H

2
) no

es correcto, ya que la solubilidad en agua es superior
para el acetileno, y éste no constituye un sustrato fi-
siológico.

N
2
 + 8H+ + 8-            2NH

3
 + H

2
           C

2
H

2
 + 2H+ + 2e-             C

2
H

4

 Los resultados se expresan en etileno formado o aceti-
leno reducido sin efectuar extrapolaciones a nitrógeno
fijado. El método se usa para comparar gran cantidad
de muestras (cepas, suelos, plantas noduladas) pero no
hay que olvidar que la prueba más concluyente de ca-
pacidad fijadora la constituye la incorporación de áto-
mos de N15.

Los microorganismos fijadores de nitrógeno

Los diazotrofos: el grupo está integrado como vimos por
protistas inferiores: bacterias heterótrofas aerobias,
anaerobias y anaerobias facultativas, un representante de
bacterias quimioautótrofas y microorganismos fotosintéti-
cos: bacterias y cianobacterias.

El cuadro 4 presenta a los microorganismos fijadores y
sus asociaciones con vegetales y animales, en combina-
ciones simbióticas, nodulares y no nodulares y en asocia-
ciones más laxas y menos obligatorias, como son las aso-
ciaciones rizosféricas, espermatosféricas y filosféricas, en
donde los organismos sobre todo heterótrofos se ven es-
timulados por la provisión de compuestos carbonados por
parte del vegetal.

Se analizarán los grupos más importantes de diazotro-
fos, comenzando por aquellos reconocidos como fijado-
res en vida libre, es decir los que expresan su nitrogena-
sa sin requerir la protección o la colaboración de otro
organismo, aunque pueden ser favorecidos por los nu-
trientes y el ambiente con baja pO

2
 que le ofrece la ri-

zosfera.

Ningún eucariota posee esta importante capacidad y
los intentos de la ingeniería genética tratando de trans-
ferir esta propiedad cuando los genes nif se encuen-
tran en plásmidos o están integrados al cromosoma
bacteriano, son numerosos y se han logrado algunos
diazotrofos sintéticos. Numerosos experimentos in-
tentan transferir esta propiedad a vegetales, sobre todo
a gramíneas, pero el funcionamiento de estas plantas

transgénicas en la naturaleza, es motivo de contro-
versia.

 ➤  ➤
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� La vegetación: es frecuente observar nivel de nitratos
inferior en la rizosfera en relación al suelo sin cultivos.
Los procesos de inmovilización son allí estimulados por
acción de la población heterótrofa aumentada. Pero los
nitratos también disminuyen por aumento de la activi-
dad desnitrificante y la presencia de sustancias inhibi-
doras de los nitrificantes excretadas por ciertos cultivos
o producidas en la incubación del suelo.

En resumen: la degradación de los restos vegetales en
el suelo es un fenómeno complejo y la dominancia de las
etapas de mineralización o de inmovilización del nitróge-
no depende de muchos factores, entre ellos, de la com-
plejidad química de los sustratos, de las interacciones de
la temperatura y la humedad, del tipo de suelo, del pH, de
la incorporación simultánea de fertilizantes nitrogenados
y otros nutrientes.

En el campo puede ocurrir inmovilización que afecta el
desarrollo de cultivos posteriores, pero la magnitud y la
duración de la misma son menores que las evaluadas en
ensayos de laboratorio e invernáculo, y el nitrógeno pue-
de ser aprovechado por los cultivos desde las primeras
etapas de la descomposición.

Pérdidas de nitrógeno

En esta sección analizaremos las causas más importan-
tes por las cuales las distintas formas químicas del nitró-
geno son volatilizadas o convertidas en formas no apro-
vechables por los vegetales y la mayoría de los microor-
ganismos.

Abiológicas
Volatilización del NH

3
, puede ocurrir a partir del agrega-

do de abonos a base de urea, amonio anhidro, sales amo-
niacales, pero también luego de la incorporación de res-
tos vegetales. Las pérdidas son particularmente impor-
tantes en las siguientes situaciones:
� pH superior a 8,0 (suelos calcáreos o aquellos cuyo pH

local se eleva por amonificación intensa)
� temperatura elevada y desecación
� aplicación de fertilizantes en la superficie del suelo
� suelos de baja capacidad de intercambio catiónico.

Las mayores pérdidas ocurren en suelos livianos, areno-
sos. Conviene mezclar los fertilizantes que liberan amo-
nio con los primeros 5cm del suelo.

Reacciones que involucran a los nitritos

3 HNO
2
 → 2 NO +  HNO

3
 +  H

2
O

Ciertos elementos, Cu y Mn, en suelos ácidos, reaccio-
nan con los nitritos, liberando NO (óxido nitrico), que es
bastante estable y puede pasar a la atmósfera:
NO +  O

2
 →→→→→ NO

2
 ó N

2
O

4
, o ser absorbido por el suelo.

Los óxidos de nitrógeno reaccionan con el agua del aire,
a pH inferior a 5,5:
N

2
O

4
 +  H

2
O +  0,5 O

2
 →→→→→ 2 HNO

3
   Estas causas de

pérdidas de N no son importantes, ya que poco nitrito pue-
de formarse a pH ácido.
HNO

2
 +  RNH

2
 →→→→→ N

2
 +  H

2
O +  ROH (reacción de Van

Slyke). También poco importante pues requiere acidez y
aerobiosis.
HNO

2
 +  NH

3
 →→→→→ NO

2
NH

4
 →→→→→ 2 H

2
O +  N 

2
   Reacción

importante a pH alcalino.

Lavado, como vimos, parte del amonio, los nitritos y ni-
tratos son solubles en agua y pueden por lo tanto ser lle-
vados a horizontes fuera del contacto con las raíces.

Erosión, constituye en ciertas zonas una causa importante
de pérdida de nitrógeno para el suelo, por voladura de sue-
los superficiales (erosión eólica) o por anegamiento con el
consiguiente lavado y/o desnitrificación (erosión hídrica).

Biológicas

Los nitratos sufren una serie de procesos microbianos en
ambientes naturales (aguas, suelos, barros) conocidos ge-
néricamente con el nombre de “reducción de los nitratos”.

Pueden dividirse en dos grandes categorías:
a. Reducción asimilativa, realizada por microorganis-
mos y vegetales y que conduce a la formación de amo-
nio empleado en la biosíntesis de constituyentes nitro-
genados de la célula. No implica pérdida de N para el
ecosistema, sino una inmovilización transitoria hasta
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Cuadro 4 - Diazotrofos y sus asociaciones

Heterotrofos
Vida libre                                                          Asociaciones con nodulos

s/nodulos

aerobios Azotobacter leguminosas
Azotococcus Rhizobium lupini
Azomonas R. leguminosarum bv viciae,trifolii,phaseoli
Beijerinckia Sinorhizobium meliloti
Derxia rizosfera S. fredii

S. terangae
anaerobios Klebsiella Bradyrhizobium japonicum
facultativos Bacillus B. elkani
(aerobios Enterobacter Azorhizobium cualinodans
cuando no Escherichia filosfera
 fijan N

2
) Propionibacterium

no leguminosas
Frankia, con:
Alnus, Casuarina

microaerófilos Mycobacterium con animales Eleagnus, Myrica
(aerobios Azospirillum Dryas, Ceanothus
cuando no Aquaspirillum
fijan N

2
) Rhizobium

Frankia

Clostridium
anaerobios Desulfovibrio
estrictos

Autotrofos
Vida libre Asociaciones con nodulos

   s/nodulos

cianobacterias Anabaena líquenes
aerobias Nostoc

Calothrix Azolla Cycadacea

microaerofílicas Plectonema
Lyngbya Gunnera
Oscillatoria
Spirulina

Briofitas
hepáticas

Rhodospirillum
bacterias Rhodopseudomonas
fotoautótrofas Chromatium

Chlorobium

quimioautótrofas Thiobacullus ferooxidans
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La figura 7 muestra los cambios de inmovilización neta en
materiales descompuestos con distinto contenido de N%.
Para acelerar el proceso es frecuente fertilizar con nitró-
geno.

Como consecuencia de la predominancia de la inmovili-
zación sobre la mineralización en la primera etapa, el N
mineral desciende (inmovilización neta). Luego y a medi-
da que la C/N disminuye y se llega a la relación crítica, el
N mineral comienza a aumentar, pudiendo incluso supe-
rar el nivel inicial (etapa de mineralización neta). Se acos-
tumbra a medir el tiempo de renovación o reciclaje del

N mineral, o sea el tiempo que transcurre entre la inmovi-
lización y la aparición de N mineral nuevamente en el suelo.
Este período es variable, se citan datos del orden de una
jornada hasta varios años.

Con los demás elementos minerales ocurren procesos si-
milares, pero las relaciones críticas C/P, C/S son más al-
tas que para el nitrógeno. La figura 8 esquematiza los flu-
jos de N, S, P en sustratos orgánicos ricos y pobres en
nutrientes, en la descomposición y su disponibilidad para
los cultivos.

La inmovilización de nutrientes en la biomasa microbiana
puede alcanzar valores elevados, del orden de 100 kg de
N, 80 kg de P, 70kg de K y 11 kg de Ca por ha. Como la
biomasa es reciclada cerca de 10 veces más rápido que
la fracción orgánica muerta, gran parte de estos nutrien-
tes son liberados en su reciclamiento.

Factores que afectan el ciclo de mineralización-
inmovilización del nitrógeno
� Estado del resto orgánico: el material fresco y picado

favorece su mineralización mientras que el secado pro-
voca un aumento en la C/N de la fracción soluble en
agua.

� Temperatura, las bajas temperaturas no afectan de la
misma manera las distintas etapas de la mineralización.
Así, vimos que las bajas temperaturas afectan más a la
nitrificación que a la amonificación, que puede ocurrir
en suelos a 5ºC y se duplica a 10ºC.

� La humedad: conjuntamente con la temperatura cons-
tituye una de las variables que más afecta al ciclo de
mineralización-inmovilización del nitrógeno. La mayo-
ría de los estudios analizan aisladamente el efecto de
estos factores sobre la nitrificación y pocos sobre el pro-
ceso global de mineralización. La nitrificación es muy
lenta a humedades cercanas al punto de marchitamien-
to donde se acumula amonio o nitrito. El óptimo se sitúa
alrededor de 0,1 baria de tensión. El amonio se acumu-
la tanto en sequedad como en inundación, mientras que
a valores intermedios la producción de nitratos supera
a la de amonio.
En suelos secos, la menor actividad biológica trae apa-
rejada menor inmovilización, al igual que en suelos
sumergidos.

� Fertilización nitrogenada: la inmovilización es mayor
en suelo cultivado dado que más materiales energéti-
cos (raíces, exudados) y microorganismos, están pre-
sentes. Los primeros estudios con N15 ya mostraron que
gran proporción del fertilizante permanecía en el suelo
inmovilizado en combinaciones orgánicas. Es necesa-
rio tener en cuenta la adsorción del amonio a los coloi-
des del suelo; en muchos ensayos todo el amonio no
recuperado se atribuye a la inmovilización. El amonio
es más inmovilizado que el nitrato ya que es fuente pre-
ferencial de N para los microorganismos.

� pH: la inmovilización del nitrógeno es escasa en suelos
ácidos, en donde los procesos de mineralización se de-
tienen en amonio. El encalado del suelo favorece la
mineralización en detrimento de los procesos de reor-
ganización, aunque es necesario tener en cuenta la in-
teracción de este factor con otros como la humedad, la
temperatura, etc. Los pH neutros favorecen ambas eta-
pas del ciclo de mineralización-inmovilización.

Figura  8- Flujo de nutrientes a través de la biomasa
microbiana
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Diazotrofos en vida libre

Por sus relaciones con el O
2
 los diazotrofos son (cuadro 4):

� aerobios estrictas, como la familia Azotobacteriaceae

� anaerobios facultativos, como los géneros Bacillus,

Klebsiella, Enterobacter

� microaerofílicos como Azospirillum, Thiobacillus, Myco-

bacterium, Acetobacter. Estos dos últimos grupos se
comportan como aerobios cuando crecen con N combi-
nado

� anaerobios estrictos, que no crecen ni fijan en aero-
biosis, con representantes de los géneros Clostridium,

Desulfovibrio, Desulfotomaculum y productores de me-
tano.

La mayoría de las bacterias son heterótrofas, sólo ha sido
descrito Thiobacillus ferrooxidans, como fijador de N

2
, qui-

mioautótrofo que crece en condiciones muy ácidas. El resto
de los diazotrofos son bacterias fotosintéticas, con repre-
sentantes de las cianobacterias y de bacterias sulfurosas
y no sulfurosas anaerobias.

Diazotrofos fotosintéticos

Bacterias fotosintéticas anaerobias
Se ha determinado capacidad de reducción del CO

2
 y del

N
2
 en muchos representantes de este grupo de procario-

tas anaerobios, la mayoría en ambientes acuáticos o ba-
rros y sedimentos ricos en sulfuros. Pertenecen al orden
Rhodospirillales (capítulo 3) y pueden realizar metabolis-
mo fotolito o fotoorganotrofo. Las bacterias purpúreas no
sulfurosas (Rhodospirillaceae) fotoasimilan sustancias
orgánicas simples, muchas son incapaces de crecer con
sulfuros como único donador de electrones, y si lo em-
plean no se acumula Sº en la célula. Rhodospirillum ru-

brum es una especie en la que se efectuaron numerosos
estudios sobre su nitrogenasa (figura 3).

Las bacterias sulfurosas purpúreas (Chromatiaceae) y las
sulfurosas verdes (Chlorobiaceae) crecen con S= o Sº
como únicos donadores externos de electrones. El Sº en
la célula puede ser luego oxidado a sulfatos. La fotosínte-
sis de estos organismos es anoxigénica (no liberan O

2
) y

la fijación del N
2
 se realiza en anaerobiosis a la luz.

Pueden desarrollarse en la oscuridad heterotróficamente,
pero entonces son incapaces de fijar N

2
. Aunque no han

sido estudiadas todas las especies de bacterias fotosintéti-
cas por su capacidad de fijar nitrógeno, existe consenso de
que la mayoría de ellas están dotadas de esta capacidad.

Pocas referencias se encuentran sobre su rol en ecosis-
temas agrícolas, en parte porque muchos trabajos eva-
lúan la fijación en suelos y aguas sin detallar las especies
responsables. Es reconocido que las bacterias fotosinté-
ticas contribuyen a la depuración de suelos y aguas al
consumir los sulfuros y aminas que perjudican a los culti-
vos, liberando además uracilo y prolina, empleados por
muchos cultivos, entre ellos el arroz.

Figura 3- Bacterias fotosintéticas: izquierda: Rhodospirillum,

derecha: Chlorobium

Cianobacterias
Este grupo posee todas las características subcelulares de
los procariotas, excepto el tipo de fotosíntesis, que es la de
las algas y vegetales. Son capaces de desarrollarse en me-
dio mineral y obtienen su C y N de la fijación fotosintética del
CO

2
 y N

2
. Con la obtención de cultivos libres de contaminan-

tes bacterianos (muchas veces los responsables de la fija-
ción) por radiación U.V. o agregado de antibióticos o coloran-
tes en los medios de cultivo, el número de especies fijadoras
se incrementó rápidamente: de aproximadamente 165 géne-
ros, en 8 familias y 3 órdenes, se encontró fijación en 46
géneros, de 7 familias y 3 subórdenes (cuadro 5).

Las cianobacterias presentan tres tipos de células: ve-

getativas, esporas o acinetos y heterocistos. Una
célula vegetativa puede diferenciarse en esporas y he-
terocistos y todas poseen la información genética para
la síntesis de la nitrogenasa, que como vimos es muy
sensible al O

2
.
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La naturaleza química de las fracciones carbonadas y ni-
trogenadas puede hacer variar esta relación. Así, restos
ricos en lignina, difícilmente degradables, pueden consi-
derarse con relaciones críticas superiores.

En el cuadro 8 se muestra la relación C/N típica de algu-
nos materiales orgánicos (Stevenson y Cole, 1999).

Cuadro 8- C/N de materiales orgánicos

Material C/N

Biomasa microbiana 6 - 12
Aguas residuales 5 - 14
Humus 10 - 12
Abonos animales 9 - 25
Residuos de leguminosas y abonos verdes 13 - 25
Residuos de cereales y pajas 60 - 80
Residuos de bosques (madera) 150 - 500
composts 15 - 20

En el cuadro 9 se efectúa un cálculo teórico, para pre-
decir cuál de los procesos (mineralización-inmoviliza-
ción) dominará en un suelo cuando el resto de paja es
atacado por poblaciones puras, por ejemplo, por bac-
terias aerobias, actinomicetes, u hongos, cuya C/N pro-
medio y la eficiencia en la asimilación del carbono, se
determinó:

Eficiencia = (C celular formado/C total degradado) x 100

Las poblaciones más ineficientes en la asimilación del C
son las bacterias anaerobias (liberan ácidos, alcoholes,
gases). A partir de estos datos se pueden calcular las uni-
dades de C asimiladas, las de N necesarias y si el resto
vegetal provee de este nitrógeno o si, por el contrario, las
células deben tomarlo también del ambiente.

Ejemplo: los hongos al atacar 100 partes de la paja asi-
milarán 30-40% del carbono que representa 40 partes en
100 partes del resto (C= 40%). O sea que incorporarán 12
a 16 unidades de carbono al citoplasma, lo que requerirá
1,2 a 1,6 partes de nitrógeno, si su C/N es en promedio
10/1. La paja provee sólo de 0,5 partes, de modo que ha-
brá déficit y el resto debe tomarse del ambiente. Domina-
rá la inmovilización (i neta) del N y el proceso será lento.
Como ejercicio complete el resto del cuadro.

Cuadro 9- Cálculo teórico en la degradación de
paja de cereal

(C=40% y N=0,5%), por cultivos puros de microorganismos

 Organismo EficienciaC/N C asim N asim Déficit/exceso

hongos 30-40% 10/1 12-16 1,2-1,6 -0,7, -1,1
(i neta)

bacterias
aerobias 10-30 10/1

actinomices 15-30 5/1

Abonos verdes
Materiales ricos en N% como los abonos verdes, las legu-
minosas (2-3% N%), no presentan esta limitante y el ni-
trógeno mineral puede aparecer en el suelo desde el co-
mienzo de la degradación. Estas consideraciones teóri-
cas basadas en datos de nutrición microbiana resultan
difíciles de aplicar a la población microbiana en ambien-
tes naturales ya que allí la heterogeneidad es enorme, en
tipos de organismos, estado fisiológico y resulta difícil cal-
cular las relaciones C/N y la eficiencia media en la utiliza-
ción del carbono.

En general se admite que sustratos con más de 1,8% de
N favorecen la mineralización neta; niveles entre 1,2 y 1,8%
representan relaciones C/N  entre 20 y 30/1 y contenidos
entre 0,5 y 1,2% N favorecen la inmovilización neta.

Como dato, recordemos que las maderas contienen entre
0,1-0,5% de nitrógeno, las pajas de cereales y tallos de maíz
entre 0,5 y 1,5% y restos de leguminosas entre 1,5 y 3%.

Figura 7- N inmovilizado en el suelo en la descomposición
de algunos restos vegetales

maíz

avena
alfalfa
aserrín

12

10

8

6

inmovilización neta
del N (mgN/g vegetal
original

2 4 8 16 32 semanas

199Microbiología: básica, ambiental y agrícola

Los heterocistos son células rodeadas de gruesas pa-
redes y parecen vacías al microscopio de luz. Son en
general de mayor tamaño que las células vegetativas y
están ubicadas a intervalos a lo largo del filamento o
pueden presentarse terminalmente. Presentan sistemas
membranosos muy desarrollados con invaginaciones.
Poseen abundantes ribosomas y han perdido los gránu-
los estructurales de glicógeno y polifosfato. Están co-
nectados a células adyacentes por un poro en la pared
celular (figura 4).

Figura 4 -  Cianobacterias filamentosas heterocisticas

Según algunos autores se originan en células preexisten-
tes llamadas preheterocistos ubicadas a intervalos regula-
res del filamento, de tamaño algo mayor que el resto de la
célula y según las condiciones ambientales pueden formar-
se los heterocistos. Otros autores opinan que la posición
de ellos está determinada por los ya preexistentes, origi-
nándose nuevos cuando algunas sustancias, como el amo-
nio fijado en los heterocistos, alcanzan niveles muy bajos.
Su desarrollo es inhibido por niveles elevados de nitrógeno
combinado.

Fijación en relación al O2

Aerobiosis: las cianobacterias filamentosas heterocísticas
(Anabaena, Nostoc) pueden fijar N

2
 en estas condiciones

ya que los heterocistos poseen activo fotosistema I, pue-
den fotofosforilar, pero no liberan O

2
 ni reducen el CO

2
.

Poseen alta actividad reductora, recibiendo los compues-
tos carbonados, el ATP y el poder reductor de células adya-
centes a las cuales les brindan el nitrógeno combinado re-
sultante de la fijación. El sistema membranoso ofrece una
protección estructural subcelular y la fotorrespiración activa
remueve excesos de O

2
 (protección fisiológica).

Microaerofilia, las cianobacterias filamentosas sin he-
terocistos como Plectonema pueden fijar N

2
, pero no en

condiciones de intensa oxigenación. Lo mismo ocurre

Cuadro 5 -  Fijación de nitrógeno en cianobacterias

Suborden Familia Género

Chroococcales Chroococcaceae Gleocapsa (1)

Unicelulares

Nostocales Nostocaceae Trichodesmiun (1)

Oscillatoriaceae Oscillatoria       (1)

Plectonema      (1)

Lynbgbya         (1)

Phormidium     (1)

Filamentosas sin

heterosistos

Nostocaceae Anabaena (12)

 Anabaenopsis (1)

Aulosira (1)

Cylindrospermun (4)

Nostoc (8)

Nodularia (1)

Filamentosas

con  heterosistos

Rivulariaceae Calothrix (5)

Scytonemataceae Scytonema (2)

Tolypothrix

Stigonematales Stigonemataceae Fischerella (2)

Hapalosiphon (1)

Stigonema (1)

Westielipsis (1)

Mastigociadaceae Mastigociadus (1)
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Cuadro 7- Procesos biológicos y abiológicos con
N mineral

NH
4

+
NO

2

–
NO

3

–

nitrificación(NO
2

-
,NO

3

-
) nitratación(NO

3

-
) desnitrificación (N

2
)

inmovilización(N-org) idem idem
asimilación(N-org) idem idem
adsorción a coloides lavado lavado
fijación a coloides reducción(N

2
) idem (NO

2

-
, NH

4

+
)

lavado, menos lavado lavado
erosión idem idem
volatilización - -

Agregado de restos vegetales

Pajas de cereales
Analizaremos los procesos que ocurren cuando se incor-
pora al suelo un resto vegetal con bajo nivel de N%, por
ejemplo una paja de cereal (C =  40% y N =  0,5%). La
relación C/N es alta, 80/1 y la microflora del suelo degra-
da este resto con el objeto de obtener subunidades para
sus macromoléculas y energía. La velocidad de degrada-
ción y los productos finales dependerán de las condicio-
nes del suelo, clima, dosis, forma de aplicación (en super-
ficie, enterrado, picado, molido).

Como el nitrógeno está en baja proporción, los microor-

ganismos inmovilizarán el amonio y nitrato surgidos de la
mineralización, que conjuntamente con formas minerales
de S, P, Fe, etc. integrarán las moléculas de las nuevas
células.

Por algún tiempo no se detectará N mineral en el suelo ya
que la demanda biológica excede al aporte (domina la
inmovilización neta). Con la fracción carbonada la situa-
ción es diferente, pues ocurren pérdidas gaseosas como
CO

2
, CH

4
, a partir de respiraciones, fermentaciones, de-

carboxilaciones.

La figura 6 presenta la evolución de la relación C/N en
residuos pobres en N% a medida que se van degradan-
do. La C/N disminuye y llega asintóticamente a valores
del orden de las de la microflora dominante y del humus
de ese ambiente (10-15/ 1).
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Figura 5- Descomposición de restos vegetales y ciclo interno
de los nutrientes en suelo agrícola

El N% de los restos (vegetal y microbiano) aumenta a
medida que la degradación procede, ya que no existen
pérdidas importantes de este elemento que se mineraliza
y pasa inmediatamente a moléculas orgánicas en las cé-
lulas de la población que hizo eclosión con el agregado
del sustrato orgánico.

� Relación C/N de equilibrio o crítica, la degradación
de las fracciones carbonadas y nitrogenadas proceden
paralelamente, la demanda iguala a la oferta y en el
medio aparecen iones amonio y nitrato. Se citan rela-
ciones críticas de 20-25/1, es decir, más altas que las
relaciones C/N frecuentes de los suelos.

� Relaciones más altas que la crítica favorecen la in-
movilización neta.

� Relaciones más bajas favorecen la mineralización neta.

Figura 6- Cambios en la relación C/N y en el N% durante la
descomposición de paja de cebada
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en las unicelulares, como Gloecapsa, aunque éstas pue-
den fijar N

2
 en el aire, existiendo una separación tempo-

ral entre la liberación fotosintética del O
2
 y la actividad

nitrogenásica.

Anaerobiosis es posible que tanto los heterocistos
como las células vegetativas fijen N

2
. Las cianobacte-

rias fijadoras liberan al medio una fracción del nitróge-
no fijado, como amonio, amidas, péptidos, polipépti-
dos, que pueden representar un 20-30% del nitrógeno
fijado.

Las cianobacterias son responsables del nitrógeno fi-
jado en áreas marinas, en mayor medida por las hete-
rocísticas. Las que no poseen estas células especiali-
zadas fijan N

2
 en zonas de bajo nivel de O

2
, aguas es-

tancadas y eutrofizadas, de importancia en algunos eco-
sistemas.

Asociaciones con cianobacterias
Estos diazotrofos fotosintéticos se asocian con hongos,
hepáticas, helechos, gimnospermas y angiospermas.
Lo hacen con los representantes más primitivos entre
los vegetales, mientras que Rhizobium y Frankia lo
hacen con vegetales superiores: angiospermas dicoti-
ledóneas.

Azolla-Anabaena

Muy estudiada es la simbiosis Azolla-Anabaena. La Azolla

es un diminuto helecho de agua que se desarrolla en zonas
tropicales en donde llega a cubrir enormes extensiones de
arrozales inundados. Mide sólo 2-3 mm de ancho y alberga
a una cianobacteria del género Anabaena en poros ventra-
les de los lóbulos de las hojas, muy rica en heterocistos.  La
planta le ofrece una protección adicional frente al O

2
 libera-

do en la fotosíntesis propia y la de la planta. La cianobacte-
ria no crece bien fuera del huésped.

Esta asociación ha sido empleada desde la antigüedad como
biofertilizante (azollización)  en cultivos anegados, como el
arroz. En  épocas secas el helecho es mineralizado y el nitró-
geno fijado se incorpora al suelo (Silver, Schröder, 1984).

Líquenes

De las 17.000 especies conocidas, aproximadamente un
8% posee una cianobacteria fijadora: (Peltigera canina,

Peltigera aphtosa). Son muy estudiados por su contribu-
ción en nitrógeno en suelos muy fríos y en bosques tropi-
cales, donde especies de Stricta, Leptogium y Collema

pueden contribuir con 1 a 8 kg N/ha/año.

Las cianobacterias filamentosas asociadas cambian su
forma filamentosa simple por la de filamentos altamente
contorneados, las células vegetativas se redondean y se
dividen escasamente. Los heterocistos aumentan de un
3-5% al 20-60% en asociaciones con prototrofos, mien-
tras que en asociaciones con heterótrofos, la frecuencia
permanece baja.

Otras asociaciones

En zona tropical se describe una asociación con una
gimnosperma, la Cycadaceae, donde especies de Nos-

toc forman estructuras parecidas a nódulos en las raí-
ces. Aproximadamente un tercio de las 90 especies
poseen estos nódulos, con aportes de unos 19 kg N/
ha/año en Macrozamia riedlei. Entre las angiospermas
sólo se conoce un representante subtropical, Gunne-

ra, que se asocia a Nostoc con heterocistos y que fija
N

2
 en glándulas de la base de las hojas. El nitrógeno

fijado es rápidamente transferido al eucariote, sobre
todo como amonio.

Bacterias heterótrofas

El cuadro 4 presenta los más importantes géneros de bac-
terias heterótrofas fijadoras de nitrógeno. El grupo contie-
ne organismos acuáticos o terrestres de organismos ae-
robios, anaerobios y anaerobios facultativos. Las espe-
cies facultativas sólo fijan N

2
 anaeróbicamente y los aero-

bios presentan varios grados de sensibilidad frente al oxí-
geno.

Su distribución es muy variada, aunque sólo alcanzan al-
tas densidades cuando se reúnen ciertas condiciones,
sobre todo sustratos carbonados, temperatura, pH, hu-
medad.

Los géneros más conocidos desde hace más de 50 años
son Azotobacter y Clostridium, aerobio el primero y anae-
robio el último. Actualmente son muchos los géneros re-
conocidos como activos en el suelo y en la rizosfera.
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Aerobios

Azotobacteriaceae
Es una familia curiosamente integrada exclusivamente con
diazotrofos. Ya en 1901, el microbiólogo holandés Beije-
rinck describió al Azotobacter chroococcum, luego que
Winogradsky, de la escuela rusa, describiera al anaerobio
Clostridium pasteurianum. Los integrantes de esta familia
se presentan con células grandes, predominantemente
bacilos romos u ovales, pero cambian su morfología con
el tiempo o las condiciones de desarrollo. En la figura 5
(Gonzalez-Lopez, Lluch-Plá, 1992) se aprecian las formas
bacilares y la formación de estructuras de resistencia,
menos resistentes que las endosporas bacterianas, lla-
madas cistos.

Las células se presentan frecuentemente en pares, son
Gram negativas, aunque pueden aparecer como Gram
variables, aerobios estrictos, pero pueden crecer y fijar N

2

bajo presión reducida de O
2
. Son móviles por flagelos

peritricos o polares, o inmóviles. Los géneros son:

I. Células grandes, ovoides, la mayoría de las especies
producen sustancia viscosa extracelular, desarrollo rá-
pido, catalasa positiva:

a. forman cistos, (G + C)% 63-66: Azotobacter

b. no forman cistos, (G + C)% 53-59: Azomonas

II. Pequeños bacilos, producen mucha viscosidad extra-
celular y cuerpos lipídicos globulares internos. Desa-
rrollo lento, pueden o no producir catalasa:

a. cuerpos lipídicos bipolares, (G + C)% 5-59, cata-
    lasa positiva: Beijerinckia

b. numerosos cuerpos lipídicos, (G + C)% 70, cata-
    lasa negativa: Derxia

Como vimos, los cistos son estructuras característi-
cas de algunas especies y constituyen formas de re-
sistencia a desecación, radiaciones gamma, U.V. Res-
ponden rápidamente al agregado de sustancias ener-
géticas, sustratos de las células vegetativas, reflejan-
do mayor permeabilidad que las  paredes de las célu-
las vegetativas. El microscopio electrónico reconoce
dos capas en los citos: la exina y la intina. La exina

contiene un complejo lipídico con lipoproteínas y lipo-
polisacáridos, con calcio como principal componente
mineral. La intina posee más carbohidratos y lípidos,
pero menos proteínas, con alto nivel en calcio. Ade-
más de los cambios morfológicos, en los cistos se acu-
mula ácido poli-β OH-butírico (PHB). Parte de esta
sustancia se emplea en la síntesis de los componen-
tes del saco del cisto.

Estas estructuras, de muy baja actividad metabólica, per-
miten ventaja ecológica a los azotobacter en el suelo. En
medio favorable, la germinación y crecimiento activo ocu-
rren rápidamente.

Otros cambios morfológicos son la aparición de células
grandes, que recuerdan a levaduras, o de grandes baci-
los en A. paspali a las pocas horas de cultivo. La forma-
ción de conglomerados de células cocoides, rodeadas de
espeso mucílago, que recuerdan a tétradas, son comu-
nes en A. macrocytogenes

Figura 5-  Características morfológicas de Azotobacter vinelandii
Izquierda: estados morfológicos típicos: células vegetativas, células
precísticas ricas en poli-β- OH butirato y células filtrables. B) cisto
maduro, con las cubiertas intina y exina (A x 12.500, B x50.000).

.

Otras características
La formación de depósitos intracelulares de lípidos (PHB)
es característica del grupo, sobre todo en cultivos viejos.
En Beijerinckia indica se presentan dos glóbulos por célu-
la, polares, pudiendo alcanzar en cultivos viejos más del
50% del volumen celular.

Materiales mucosos extracelulares son también caracte-
rísticos de ciertas especies, incluyen azúcares y ácidos
urónicos. Muchas veces su excesiva acumulación en Bei-
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yen con más de la mitad de los compuestos azufrados en
la atmósfera, con incrementos en los próximos años. En
zonas industrializadas esta polución superará a la origi-
nada por vía biológica.

En resumen: el azufre es un elemento esencial para
todos los organismos, existe en gran número de esta-
dos de oxido-reducción en combinaciones orgánicas e
inorgánicas. Sus transformaciones bióticas y abióticas
pueden resultar benéficas o perjudiciales para los eco-
sistemas. En los terrestres, son bien conocidos los pro-
cesos que aseguran la provisión de sulfatos y otras for-
mas solubles para las plantas. Pero, en ciertas circuns-
tancias, exceso de S puede ser polucionante, en aguas,
o en la atmósfera cuando se liberan gases de la quema
de compuestos ricos en azufre (bitumen, lignita), res-
ponsables luego de las lluvias ácidas. El azufre es im-
portante en muchos procesos industriales, como la pro-
ducción de concreto, asfalto.

Ciclo biológico del fósforo

La figura 4 presenta los procesos de origen biológico in-
volucrados en las transformaciones de este elemento. A
diferencia de los ciclos de C, N y S, el ciclo del P no pre-
senta componentes gaseosos, de modo que no son im-
portantes los movimientos desde y hacia la atmósfera,
aunque pequeñas cantidades de fosfina gas (PH

3
), pue-

den detectarse en lagos o pantanos, bajo condiciones re-
ductoras.

Figura 4- Transformaciones biológicas de compuestos con
fósforo

La principal reserva de P en la tierra la constituyen los
sedimentos marinos (8,4 x 1014 ton), los suelos (0,96-1,6 x
1011 ton), fosfatos inorgánicos solubles (HPO

4
-2, PO

4
-3) en

el océano (8 x 1010 ton), rocas con apatita (1,9 x 1010 ton)
y en la biota o biomasa (2,7 x 109 ton). Los niveles de P en
la biomasa terrestre (2,6 x 109 ton) excede mucho a la
marina (5-12 x 107 ton) (Stevenson y Cole, 1999).

Los mayores depósitos ricos en apatita (como el sulfato
de roca) se encuentan en sedimentos en el fondo de océa-
nos y antiguos mares (Amértica del Norte). Los tratamien-
tos  del fosfato de roca con ácidos inorgánicos (sulfúrico y
fosfórico) se emplean para producir fertilizantes más so-
lubles. El conocido como superfosfato resulta de la mez-
cla de aproximadamente cantidades iguales de fosfato de
roca con H

2
SO

4
 (de 60-70%) y contiene un 10% de P. La

mayoría del P aplicado al suelo como fertilizante, a veces
más del 90%, no es tomado por los cultivos y es retenido
en formas insolubles o fijadas. Este elemento se va acu-
mulando en los suelos, pero en forma no disponible para
los cultivos.

La toma anual por los vegetales en forma de (H
2
PO

4
- y

HPO
4
-2) se calcula en 2 x 108 ton, presentes en la solución

del suelo,  proporción extraída es menor en la parte cose-
chada (4-7 x 106 ton), En ciertas ocasiones, los compues-
tos fosforados pueden migrar hacia el mar donde se de-
positan como sedimentos insolubles (1,7 x 107 ton).

El P constituye el segundo elemento en importancia para
los vegetales y microorganismos, sólo superado por el
nitrógeno. Forma moléculas ricas en energía (ATP, UTP,
etc.). En el suelo es la fracción orgánica la que contiene la
mayor proporción de fósforo (30 al 85% del P total), más
alto en suelos ácidos:

� entre un 30-50% consiste en fitina, sobre todo como
fosfato de inositol (material de reserva vegetal)

� un 3% se encuentra en ácidos nucleicos

� un 1% en fosfolípidos, los más comunes: lecitina, cefa-

lina, el fosfato es esterificado con una base.

Los cultivos agrícolas contienen aproximadamente 0,05 a
0,5% de P en sus tejidos y alrededor del 1% de todo el P

vegetales       animales

PO
4

-3 en
 solución

PO
4

-3 absorbido                        solubilización

inmovilización

mineralización

fósforo mineral
       insoluble

materia orgánica-microfibra
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jerinckia y Derxia, limita seriamente la movilidad de los
cultivos y vuelve a los medios líquidos muy viscosos.

Entre los azotobacter, es el grupo de los chroococcum-
beijerincki y vinelandii, el que produce abundante muscí-
lago, mientras que el grupo de los agilis e insignis, habi-
tantes sobre todo de aguas, no los forman. Representa-
rían productos celulares de desecho, o bien materiales de
reserva en C y energía, y les permitiría protegerse frente
a la fagocitosis por protozoos. La nitrogenasa es además
protegida del efecto inhibidor del O

2
.

Los pigmentos son otra característica de esta familia y su
producción, color y solubilidad tienen carácter taxonómi-
co. En A. chroococcum es característico el pigmento ma-
rrón oscuro (melaninas) producido en cultivos viejos por
oxidación de la tirosina.

Compuestos empleados en el metabolismo
Muchos compuestos carbonados se emplean por este gru-
po: azúcares, polisacáridos, alcoholes primarios y secun-
darios, polialcoholes, ácidos orgánicos, compuestos aro-
máticos (ácido benzoico y fenoles), como fuente de car-
bono, donadores de electrones y de energía para el creci-
miento y la fijación del N

2
. La vía principal de degradación

de los azúcares es la de Enter-Doudoroff y los principales
productos formados son piruvato y gliceraldehido- 3- fos-
fato. Las reservas intracelulares de lípidos (PHB) ejercen
también efecto en la fijación, demostrado por la moviliza-
ción de esta reserva en cultivos en fase estacionaria, con
escasa cantidad de glucosa.

La exigencia de un alto nivel de  materiales carbonados
sería uno de los principales factores limitantes del desa-
rrollo de estos diazotrofos en suelos agrícolas

Mecanismos de protección de la nitrogenasa
Los integrantes de esta familia presentan numerosos
mecanismos de protección de la nitrogenasa que le per-
miten fijar N

2
 en aerobiosis:

� Activa respiración: remueve el oxígeno de las vecin-
dades de la nitrogenasa. La tasa de respiración pue-
de incrementarse de 10 a 50 veces y A. chroococcum

consume muchos hidratos de carbono en la fijación
del N

2
 (eficiencia baja, de 10-15 mg N

2
 fijado/g azú-

car). Para obtener activa respiración, los organismos
deben producir grandes cantidades de poder reduc-
tor, particularmente NADH, que debe ser oxidado vía
sistema citocromo. Se evita la producción de gran can-
tidad de ATP, en exceso frente a los requerimientos
celulares, porque utiliza una respiración de baja efi-

ciencia, produciendo aproximadamente 1/3 del ATP
por unidad de sustrato.

� Protección conformacional: la nitrogenasa se asocia
en las células a otras proteínas en caso de intensa oxi-
genación, protegiendo sus sitios activos. En este esta-
do la enzima no funciona (estado inactivo), pero una
vez que se restablecen las condiciones de oxigenación
apropiadas, la fijación se renueva rápidamente.

� Otros mecanismos: la producción de polisacáridos ex-
tracelulares ofrecería una barrera física a la difusión del
O

2
, el gran tamaño de las células puede contribuir a que

la relación entre superficie y contenido celular sea baja,
impidiendo activa difusión del O

2
, la presencia de mem-

branas intracelulares ha sido descripta como otra efi-
ciente forma de protección de la nitrogenasa. Los azo-
tobacter presentan sistemas membranosos altamente
contorneados.

Otros organismos fijadores de N
2
 aerobios incluyen

especies con poca significancia en los suelos, las cuales
por no poseer mecanismo de protección de la nitrogena-
sa eficientes, sólo fijan en microaerofilia. Mycobacterium

flavum y otras micobacterias han sido descriptas como
fijadoras de nitrógeno. Como ya citamos, pertenece a esta
categoría el quimioautótrofo Thiobacilus ferrooxidans y
algunas bacterias oxidantes del metano.

Microaerofílicos

Azospirillaceae
Constituye un importante grupo de organismos aerobios
que se comportan como microaerofílicos cuando fijan N

2
.

Fueron descriptos por Beijerinck desde 1922, pero reci-
bieron poca atención hasta 1976 cuando Döbereiner y Day
los aislaron de raíces de pasturas tropicales, en Brasil.
Azospirillum es Gram negativo, con forma de vibrio o es-
pirilo, de 1 µm de diámetro, con flagelos peritricos de cor-
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� anaerobiosis que se logran en suelos sometidos a hi-
dromorfismo muy reductor, en suelos salinos con alto
nivel en sulfatos y en la rizosfera.

Se aprecia el precipitado negro característico del sul-
furo ferroso. El proceso es de consecuencias desfavo-
rables para las plantas pues consume sulfatos, uno de
los principales nutrientes y además el H

2
S es tóxico

para la mayoría de las especies. La precipitación como
SFe elimina esta toxicidad. El suelo se alcaliniza local-
mente, los sulfuros dan origen a bases que forman car-
bonatos o bicarbonatos de sodio. En aguas, se favore-
ce la eliminación de sulfatos, depurando los cauces de
agua.

La figura 3 presenta resultados en suelo no rizosférico
salino y en la rizosfera de plántulas de maíz creciendo
en el mismo suelo (Dommergues, Mangenot, 1970). Se
observa el efecto positivo en la interacción de un fac-
tor biológico: presencia o ausencia de raíces y facto-
res físicos del suelo: saturación y compactación. Los
donadores de electrones y las condiciones de anaero-
biosis se reunieron en el suelo rizosférico, naturalmen-
te salino.

Figura 3-  Sulfatorreducción en la rizosfera de maíz en suelo
salino

Este proceso es responsable también de la corrosión
anaerobia de metales. Los desulfovibrios actuarían como
agentes de despolarización, al consumir el H en las zo-
nas catódicas de los metales, facilitando la reducción de
los sulfatos a sulfuros (cuadro 6).

Cuadro 6- Importancia económica de la sulfatorreducción

� En océanos, lagos y ambientes inundados, el O del
sulfato excede al O

2
 libre y es crítico para la degra-

dación de la MO. En el océano, el 50% de la degra-
dación de los restos orgánicos ocurre por la sulfa-
to- reducción. Depuración de aguas

� La corrosión anaeróbica de cañerías de hierro en-
terradas representa importantes pérdidas

� Aguas ennegrecidas por acumulación de sulfuro
ferroso, consecuencia de la actividad sulfatorre-
ductora

� Asociaciones entre bacterias sulfato reductoras  y
fotosintéticas pueden resultar en importantes de-
pósitos de azufre

Volatilización de compuestos azufrados

La carencia de métodos sensibles apropiados para la de-
terminación de las distintas formas: H

2
S; SO

2
; metanotiol

(CH
3
SSCH

3
), etanotiol (CH

3
CH

2
SH), disulfuro de carbono

(CS
2
), carbonil sulfuro (COS) de origen microbiano a par-

tir de descomposición de restos vegetales, abono de gran-
ja, limitaron los estudios.

La cromatografía de gases permite determinaciones y
mostró que la liberación se produce sobretodo en condi-
ciones de anaerobiosis y no en todos los suelos. Dimetil-
sulfuro y pequeñas cantidades de carbonil sulfuro, S

2
C,

metilmercaptán y dimetildisulfuro, fueron los principales
productos.

En condiciones normales de campo pequeñas pérdidas
pueden atribuirse a esta causa. Gran cantidad de SO

2
 lle-

ga a la atmósfera, pero proviene de fuentes de polución,
industrias, automóviles, etc. Algo de SO

2
 toma origen en

la oxidación del H
2
S liberado biológicamente.

Los gases con S son componentes indeseables de la at-
mósfera por su intenso y desagradable olor y por sus efec-
tos adversos en el ambiente y el clima.

El H
2
S en un gas muy tóxico para ciertas cianobacterias y

líquenes, organismos empleados como indicadores bio-
lógicos de polución. Las actividades del hombre contribu-

suelo no rizosférico      suelo rizoférico

4.2                              4.0                           4.6                      5.7

(0.1)                            (0.2)                        (0.1)                   (10.7)

( ) sulfuros (10-6 moles/g)
en histograma: N* sulfato reductores (log 10/g de suelo)

       suelo saturado            saturado y                 saturado           saturado y
          compactado        compactado
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ta longitud de onda empleados para desplazarse en su-
perficies sólidas o un flagelo polar, para nadar.

Depósitos de PHB pueden deformar las células. Se desa-
rrollan tanto en condiciones aeróbicas como anaeróbicas
(con aporte de nitratos y una fuente de C orgánico). Son
preferencialmente  microaerofílicos en presencia o au-
sencia de N-combinado en el medio.

No poseen ningún mecanismo de protección

de la nitrogenasa frente al oxígeno

El crecimiento es rápido con amonio y O
2
 y más lento con

N
2
 (5-7 horas de tiempo de generación).  Sin N combina-

do el desarrollo es rápido en medio semisólido, forman-
do una densa película debajo de la superficie, donde en-
cuentran la tensión de O

2
 apropiada. A medida que la de-

manda de O
2
 se incrementa la película se desplaza hacia

la superficie. Esta sensibilidad al O
2
 hizo que por mucho

tiempo no fueran descriptos como activos fijadores.

En medio con malato y extracto de levadura o cloruro de
amonio, desarrollan colonias blancas o rosadas, peque-
ñas y secas, elevadas, circulares o irregulares.

Se han descripto 5 especies: A. brasilense, A. lipoferum,

A. amanzonense, A. halopreferans y A. irakens y su nú-
mero se incrementa (Gillis y Reinhold-Hurek, 1994).

Algunos  azospirilos son desnitrificantes, reduciendo los
nitratos a nitritos (nr+) y hasta productos gaseosos, N

2
 y

N
2
O (nir+ y nir-) (Döbereiner, Pedrosa, 1987). En cereales

de clima templado parecen predominar cepas nir—, indi-
cando ventajas evolutivas que favorecen a la planta, eli-
minando una causa de pérdida del nitrógeno fijado.

Estos organismos son considerados responsables de la
estimulación del crecimiento en importantes cultivos y
pasturas naturales (capítulo 15)(Okon, 1994). La figura 6
muestra la morfología típica de estos organismos (Gon-
zalez-Lopez, Lluch-Plá, 1992).

Acetobacter
Acetobacter diazotrophicus una nueva bacteria Gram ne-
gativa fijadora de N

2
 fue aislada en caña de azúcar en

medio semisólido, sin N combinado, empleado para de-

tectar Azospirillum. Las bacterias se ubican en el gradien-
te de oxígeno creado entre la superficie y el fondo del
tubo en el nivel adecuado para su metabolismo aerobio y
para la protección de la nitrogenasa.

Esta bacteria es capaz de crecer y fijar N
2
 en pH ácido y

en presencia de altas concentraciones de azúcar: gluco-
sa y sacarosa pero no de gluconato. No posee nitrato re-
ductasa y puede fijar N

2
 incluso con niveles de 10mM de

nitrato. Aislada de caña de azúcar, en Brasil, fue luego
encontrada en otros países a partir de tallos, hojas, raíces
y en la savia del xilema de diferentes cultivos (sorgo, ba-
tata dulce). Su crecimiento óptimo a pH 5,5 y 10% de azú-
car, condiciones prevalentes en el caldo de caña, eviden-
cia su adaptación a la planta. Recuentos de 103-105

bacterias.g-1 han sido informados en la rizosfera  de caña
de azúcar  Como no ha sido aislada del suelo, se piensa
en una bacteria endofítica, de gran interés ya que el nitró-
geno sería fijado dentro de la planta. Se ha determinado
de que A. diazotrophicus produce ácido indol-acético, pro-
motor del crecimiento vegetal y puede excretar amonio,
hasta un 40% del fijado, lo que explicaría los altos niveles
de fijación en caña de azúcar.

 Figura  6-  Morfología de Azospirillum brasilense
A) en medio con malato a las 48h, clara morfología encurvada y

ausencia de corpúsculos de inclusión (x 8.000). B)
microfotografía de la anterior (x 25.000).C) 48h en medio con

fructosa, con mayor pleomorfismo y gránulos de  PHB (x 45.000)
y D) a los 7 días en el mismo medio, típica forma C, con

cubiertas multilaminares (x 50.000)
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inhóspita la región para la vegetación a causa de la toxici-
dad del H

2
S.  La rizosfera de muchos cultivos puede fa-

vorecer el proceso por la exudación de materiales carbo-
nados. Estos cultivos no se desarrollan normalmente en
suelos salinos, con alto nivel de sulfatos, anegados y donde
la temperatura es alta, y los pH neutros. El proceso es
retardado por aireación o el agregado de nitratos, sales
férricas o mangánicas, que permiten elevar el potencial
de óxido-reducción.

La microflora responsable está confinada a dos grupos
de anaerobios estrictos: formadores de esporas del géne-
ro Desulfotomaculum y asporógenas del género Desulfo-

vibrio.  Son típicos habitantes de sedimentos anaerobios
con materia orgánica y sulfatos, resultando en una masi-
va generación del gas H

2
S. Esta actividad permite, tam-

bién en anaerobiosis, la actividad de las bacterias fotosin-
téticas sulfurosas (púrpuras o verdes) que emplean el H

2
S

como donador de electrones en la fotosíntesis, reoxidán-
dolo en anaerobiosis y a la luz, constituyendo un verda-
dero ciclo.

Los sulfatorreductores del género Desulfovibrio son Gram
negativos, asporógenos, bacilos curvados o vibrioides, con
flagelos polares. No pueden emplear el acetato, que se
acumula como producto final en la oxidación de sustratos
orgánicos. Emplean malato y lactato, obtenienen energía
por fosforilación a nivel del sustrato con participación de
la acetil Co-A. En ausencia de sulfatos, algunos de estos
microorganismos pueden fermentar piruvato, malato o fu-
marato.

Las especies más conocidas son D. desulfuricans; D. vul-

garis; D. africans y algunos pueden emplear además de los
donadores de electrones orgánicos, el H

2
, aunque son in-

capaces de crecer en medio estrictamente mineral con CO
2

y requieren adición de acetato. La ecuación general es:

2 CH
3
CHOH-COOH +  SO

4
=            2 CH

3
COOH +  2CO

2
 +  S= + 2H

2
O

4 H
2
 +  SO

4
=                                   4 H

2
O + S=

Los compuestos menos oxidados que los sulfatos (sulfi-
tos, politionatos, tiosulfatos, Sº) son reducidos más fácil-
mente que los sulfatos, ya sea en la vía asimilativa o en la
desasimilativa.

Mecanismo enzimático

La reducción de SO
4
= a S= implica la transferencia de 4

pares de electrones y en la vía desasimilativa se recono-
cen tres enzimas:

ATP sulfurilasa     SO
4
= +  ATP   APS +  P-P

pirofosforilasa       P-P +  H
2
O   2P

APS reductasa      APS +  2e-   AMP +  SO
3
=

La conversión es similar a la oxidación de SO
3

= a SO
4

=

por thiobacilos y bacterias sulfurosas purpúreas, con el
APS intermediario, mientras que la vía asimilativa em-
plea adenilsulfato.  La reducción del SO

3
= a S= ha sido

establecida recientemente con la identificación de una
sulfito reductasa:

3 SO
3
= +  2e-                 S

3
O

6
=

Otras dos enzimas (tritionato y tiosulfato reductasas) re-
ducen tritionito a S= con producción de sulfito:

S
3
O

6
= +  2e- S

2
O

3
= +  SO

3
=

S
2
O

3
= +  2e- S= + SO

3
=

Los esporulados del género Desulfotomaculum realizan
los mismos metabolismos, difiriendo solamente en la com-
posición química de la sulfito reductasa. La vía que con-
duce a la asimilación de los sulfatos es más sencilla y no
se acumulan intermediarios entre sulfito y sulfuro. La sín-
tesis de ATP en la sulfatorreducción desasimilativa se for-
ma en una cadena transportadora de electrones de la cual
se conocen varios componentes: citocromo c3, citocromo
del tipo b, quinonas, una flavoproteína, la ferrodoxina.

Ecología del proceso

Las condiciones que deben reunirse para que el proceso
ocurra son similares a las de la desnitrificación:

� alto tenor en sulfato

� donadores de electrones orgánicos

 ➤
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Bacterias anaerobias facultativas
Con nitrógeno combinado, este grupo puede crecer con o sin
O

2
, pero sólo pueden fijar N

2
 anaeróbicamente, por lo que

resultó difícil establecer su contribución en suelos y aguas. El
grupo comprende bacterias pertenecientes a las Enterobac-

teriaceae y al género Bacillus. Entre las primeras ha sido muy
estudiada Klebsiella pneumoniae, conocida antes como Ae-

robacter aerogenes, en la cual se han realizado experiencias
de transferencia de genes fijadores. Pertenece a las bacte-
rias “coliformes” por su parecido a Escherichia coli, habitante
del intestino del hombre y animales.

Bacillus polymyxa, Bacillus macerans y Bacillus pas-

teurianum son especies muy conocidas entre los dia-
zotrofos. Son bacilos Gram positivos, esporulados,
aerobios, que fijan en microaerofilia, de la familia Baci-

llaceae, cuyos representantes anaerobios fijadores
pertenecen al género Clostridium. Las bacterias pro-
piónicas citadas en el cuadro 4, se encuentran en le-
ches fermentadas y han sido descriptas como fijado-
res de N

2
 en anaerobiosis.

Bacterias anaerobias
Clostridium pasteurianum fue el primer diazotrofo descri-
to por Winogradsky en 1893. Otras especies de este gé-
nero pueden también fijar nitrógeno y son habitantes de
suelos, abonos en fermentación, rumen, compost. Una
pasteurización previa de la muestra de suelo y otros ma-
teriales (10' a 80ºC) facilita el aislamiento al eliminar las
formas no esporuladas. No pueden emplear el O

2
 bajo

ninguna circunstancia.

Otros diazotrofos anaerobios son bacterias sulfatorre-

ductoras, que usan sulfatos como aceptores de electro-
nes finales en la respiración anaerobia. Frecuentemente
se libera ácido sulfhídrico (H

2
S), volátil, de olor desagra-

dable. Los géneros conocidos son Desulfovibrio y Desul-

fotomaculum. Entre los primeros, varias especies pueden
fijar N

2
; algunas tienen importancia en el mar, fijando N

2

en sedimentos. El segundo género posee menos repre-
sentantes diazotrofos.

Las bacterias productoras de metano son anaerobias
estrictas y son abundantes en ambientes en fermentación
y en el fondo de estanques. La cepa en la que se detectó
fijación, resultó ser una población mixta.

Rhizobios
Son bacilos Gram negativos, de 0,5 a 0,9  micras por 1,2
a 3,0 micras, aislados o de a pares, generalmente móvi-
les cuando jóvenes por flagelos peritricos, polares o subpo-
lares. No forman endosporas, pero sus células contienen
gránulos de ácido poli- β- hidroxibutírico (PHB) que se
tiñen de negro con negro Sudán y aparecen refráctiles al
microscopio de fase (figura 7,arriba)(Duhoux y Nicole,
2004).

Algunas cepas poseen gránulos metacromáticos de poli-
fosfatos.

La mayoría de las cepas producen abundantes polisacá-
ridos extracelulares mucilaginosos, de composición va-
riable según la cepa y el medio de cultivo, que los prote-
gen de la sequedad. Algunas cepas desarrollan estructu-
ras similares a cápsulas al envejecer, que representarían
acumulación extracelular de antígeno de pared.

Figura 7- Arriba: Célula de rhizobio mostrando los
exopolisacáridos que rodean  a la célula e internamente

gránulos de ácido poli β-OH-butírico, material carbonado de
reserva. Abajo: Bacteroides en tejido central de nódulos de

leguminosas incluidos en su membrana peribacteroide
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El cuadro 3 resume algunas de las funciones benéfi-
cas de este grupo bacteriano y el cuadro 4 señala al-
gunas de las contraindicaciones de la actividad sulfo-
oxidante.

Cuadro 3- Bacterias oxidantes del azufre en la
naturaleza

� Ayuda a la extracción de cobre, uranio, etc. por lava-
do ácido de  residuos de minas

� Modificación pH del suelo
� Detoxificación rizosférica con H

2
S, que lo oxidan a

sulfato
� Remoción de  sulfuros, tiosulfato y tiocianato de re-

siduos fotográficos
� Fertilización con inoculantes como el Biosuper-

fosfato: S0 + fosfato de roca + thiobacilos

Cuadro 4- Problemas asociados  a la actividad de
organismos sulfooxidantes

� Acidificación de residuos de minas de extracción de
minerales

* por procesos químicos como biológicos
* oxidantes tanto del S como del Fe++

* se producen 12 moles H
2
SO

4
  por 3 moles SFe

  oxidado
� Corrosión de acero y concreto

* acidificación de suelos con sulfatos
* lluvias ácidas
* oxidación del azufre favorece  la  solubiliza
   ción de metales pesados

La sulfooxidación tiene consecuencias nefastas en la co-

rrosión aerobia de diversos materiales, como cemen-
to, piedra y metales por la intervención de un conjunto
de especies que llevan la oxidación hasta la formación
de ácido sulfúrico. Estos materiales se disuelven literal-
mente con el consiguiente deterioro en monumentos, edi-
ficios, etc. Los sulfuros provienen del suelo o de la polu-
ción atmosférica.

Sulfatorreducción

La reducción asimilativa de sulfatos es similar a la de
los nitratos y es realizada en la biomasa microbiana.

La reducción desasimilativa la realizan las bacterias
sulfatorreductoras, que oxidan compuestos orgánicos e
H

2
 y emplean a los sulfatos como aceptores de electro-

nes en la cadena transportadora anaerobia. Su rol en el
ciclo del azufre es similar al de las bacterias desnitrifican-
tes, con la diferencia que éstas son estrictamente anaero-
bias y aquéllas, anaerobias facultativas. Esta actividad
(cuadro 5) es muy evidente en zonas de barros, en el fon-
do de estanques y lagos y a lo largo de la costa del mar.
Signos de este proceso son:

� fuerte olor a sulfhídrico

� manchas negras de los barros y suelos donde ocurre a
causa de la precipitación del SFe

Cuadro 5- Reducción de los sulfatos

Asimilativa

� Se produce H
2
S, pero se convierte  rápida-

mente en S-aa
� Ocurre en aerobiosis y anaerobiosis y es

realizado por amplio rango de organismos
� Esencial en el crecimiento microbiano y ve-

getal donde los SO
4
=  son asimilados

Desasimilativa

� Se produce H
2
S y se excreta

� Ocurre anaeróbicamente en respiraciones
� Limitada a pocos organismos que  incluyen

Desulfovibrio, Desulfotomaculum

� Acoplada a la oxidación de acetato, etanol
o hidrógeno

En ciertas zonas donde la acumulación de materia orgá-
nica es importante y el nivel de sulfatos en aguas freáti-
cas es muy alto, la sulfatorreducción puede convertir en
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Los rhizobios sufren cambios morfológicos, fisiológicos y
bioquímicos en las células del nódulo dando lugar a célu-
las pleomórficas, de formas muy irregulares, en X, Y, o de
clava, denominadas bacteroides, que carecen de flage-
los y no se dividen (figura 7). Estas formas retoman su
morfología y propiedades clásicas (bacilos, no fijadores
de N

2
), al sembrarse en medio de cultivo.

Se presentan en grupos aislados, encerrados en envol-
turas membranosas originadas por la planta.  Para algu-
nos autores estos cambios constituyen otro ejemplo de
ciclo celular, que como el que incluye la formación de
endosporas bacterianas, originan dentro de un mismo
organismo estructuras con propiedades diferentes a las
de las células que las originaron. Un conjunto de cam-
bios conducen en medios de cultivo a las formas vege-
tativas clásicas.

Los rhizobios son organismos aeróbicos, los cuales, sin
embargo, son capaces de crecer a una tensión de oxíge-
no menor de 0,001 atmósfera. No presentan ningún me-
canismo de protección de la nitrogenasa frente al O

2
.

En base a sus propiedades culturales los rhizobios se di-
ferencian en dos grupos, que dieron lugar a dos géneros:

� de crecimiento rápido (CR), con tiempo de genera-
ción entre 3 y 4,5 horas, acidifican el medio y liberan
abundante cantidad de polisacáridos, género Rhizobium

(R.loti, R. leguminosarum)

� de crecimiento lento (CL), con tiempos de generación
que oscilan entre 6 y 8 horas, producen menos polisa-
cáridos y alcalinizan el medio: género Bradyrhizobium:

B. japonicum, B. spp.

El concepto de “productores de ácidos” o “producto-

res de álcalis” depende de la composición del medio, de
la presencia de distintos hidratos de carbono y compues-
tos nitrogenados orgánicos y no se toma como carácter
taxonómico exclusivo.

El aspecto de las colonias depende del medio de cultivo y
de la especie. En medio de extracto de levadura-manitol-
agar (EMA), las cepas de crecimiento rápido originan co-
lonias de 1 a 5 mm luego de 3 a 5 días de incubación,

mientras que las de crecimiento lento no exceden, dentro
de un período de 10 días, un diámetro de 1 mm. Su forma
varía desde plana a convexa, su color puede ser blanco
opaco, poco gomosa, a blanco lechosa, translúcidas, con
abundante cantidad de polisacáridos.

Aislamiento y medios de cultivo

Los rhizobios son organismos heterótrofos exigentes que
se desarrollan en medios ricos, con vitaminas y aminoáci-
dos, aunque existen gran variedad de cepas que difieren
en sus requerimientos nutricionales.

A partir de nódulos
Como no presentan mecanismos de protección de la ni-
trogenasa en vida libre, debe aislarse por siembra de con-
tenido nodular en medios ricos, como el EMA (extracto de
levadura-manitol-agar), con agua, sales, manitol como
fuente de carbono y energía, extracto de levadura, como
fuente de nitrógeno y de factores de crecimiento.

� Fuentes de carbono: los rhizobios de crecimiento rápi-
do utilizan una mayor variedad de fuentes carbonadas,
siendo la sacarosa y el manitol los sustratos de prefe-
rencia. El glicerol y las pentosas (L-arabinosa, xilosa,
ribosa) son preferidas por los rhizobios de crecimiento
lento. El catabolismo de la glucosa, fructosa, sacarosa,
manosa, gluconato y arabinosa fue estudiado en dife-
rentes especies demostrándose en extractos acelula-
res la presencia de enzimas de las vías de
Entner-Doudoroff (ED), de pentosa-fosfato (PF) y del
ciclo de los ácidos tricarboxílicos (CAT) en especies CR

y de enzimas de la vía ED y CAT en especies CL.

� Fuentes de nitrógeno: no son específicas; el nitrato y
el amonio pueden ser empleados por la mayoría de las
cepas, pero a menudo se obtienen mejores crecimien-
tos con aminoácidos como glutamato y asparato. En
los medios de cultivo se usa el extracto de levadura.

� Fuentes de factores de crecimiento: muchas espe-
cies de rhizobio son estimuladas por factores de creci-
miento como biotina, tiamina, riboflavina o pantotenato
de calcio. El requerimiento es variable y algunas espe-
cies y cepas se desarrollan mejor sin su agregado. El
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� los electrones en los organismos quimioautótrofos con
excepción de las bacterias del hidrógeno, entran en la
CTE por los citocromos con la intervención de piridín
nucleótidos. La oxidación de la mayoría de los com-
puestos orgánicos es vía NADH, que podría estar im-
pedida en estos organismos.   La  cadena   transporta-
dora  de  electrones de los microorganismos autótro-
fos es poco conocida.

2. Las bacterias filamentosas deslizantes del grupo
Beggiatoa-Thiotrix son características de medios ambien-
tes acuáticos ricos en sulfuros o suelos hidromórficos.
Contienen frecuentemente inclusiones de azufre en sus
células que pueden oxidar a sulfato.

3. Las bacterias fotosintéticas sulfurosas purpúreas de
la familia Chromotiaceae y las sulfurosas verdes de la fa-
milia Chlorobiaceae emplean sulfuros y acumulan Sº en
las células que puede ser luego oxidado a sulfatos. Domi-
nan en barros y en anaerobiosis donde se acumulan sul-
furos (capítulo 3).

4. Microorganismos heterótrofos: numerosas especies
de bacterias aerobias, hongos y levaduras pueden oxi-
dar formas reducidas de azufre, aunque la energía libe-
rada sólo representa una pequeña porción de la que la
célula necesita. Numerosos hongos pueden liberar sul-
fatos de moléculas orgánicas como proteína-tiourea, con
rendimiento energético menor que los thiobacilos. Se
discute el rol de los microorganismos heterótrofos en la
oxidación de compuestos azufrados pues si bien su ren-
dimiento es bajo, éste puede ser compensado por su
alta densidad en algunos ambientes.

Ecología de la sulfooxidación

� En suelos inundados son las bacterias fotosintéticas y
las Beggiatoaceae los principales organismos en la oxi-
dación del azufre

� En aireación estos grupos no son los dominantes y los
thiobacilos y los organismos heterótrofos son los res-
ponsables del proceso.

� La humedad debe favorecer los intercambios gaseosos
ya que la microflora es aerobia, excepto el T. denitrificans

que debe encontrar alto nivel de nitratos y anaerobiosis
para reducir sulfuros y otros compuestos reducidos.

� El encalado de suelos ácidos favorece la acción de la
población sulfooxidante. En general el pH no desciende
demasiado en los suelos pues la vegetación se encar-
ga de asimilar los sulfatos a medida que éstos se van
produciendo. Existen situaciones en las cuales la acu-
mulación puede ser importante y entonces el pH puede
descender algunas unidades con el consiguiente incon-
veniente en el desarrollo vegetal.

El suelo puede recibir grandes cantidades de azufre en

polvo cuando se desea corregir suelos alcalinos o en la
lucha contra actinomicetes patógenos de papa o batata,
como el Streptomyces scabies. En ambos casos la activi-
dad de los thiobacilos asegura rápida formación de ácido
sulfúrico que baja el pH a niveles no soportados por estas
especies.

Ciertos ambientes anegados, ricos en materia orgánica y
sulfuros de pirita (FeS

2
), cuando son drenados y expues-

tos al aire liberan sulfatos, el pH cae debajo de 4,0 y los
vegetales pueden perjudicarse.

3FeS
2
 + 11O

2
 + 2H

2
O                    3Fe+++ + 4H+  + 6SO

4
=

La aplicación de inoculantes granulados con azufre ele-

mental y fosfato de roca inoculado con thiobacilos

permiten aportar a las pasturas sulfatos y fosfatos más
rápidamente en el trópico húmedo que en regiones tem-
pladas y áridas. El ácido sulfúrico formado ayuda en la
solubilización de:

� fosfatos tricálcicos, llevándolos a fosfato di y monocálci-
co, asimilables por las plantas

� compuestos de manganeso (a partir de Mn+4), K, Ca, Al,
Mg. Se requiere humedad (lluvias) y es más efectivo en
suelos ácidos. Estos inoculantes son usados cuando
fertilizantes como el superfosfato no están disponibles
y se cuentan con depósitos de fosfato de roca.

 ➤
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extracto de levadura provee de fuentes de N-combi-
nado y factores de crecimiento.

� Minerales: algunos aniones y cationes son también re-
queridos para el desarrollo  bacteriano, como K+, Mg++,
PO4-3, SO4=, Cl-, además de trazas de Co++, Ca++ (rela-
cionado con la estructura de la pared).

Medios de cultivo: según la finalidad que se persiga, se
emplean los:

� complejos, son los más comúnmente usados, sobre
todo en la preparación de inoculantes: medio-79 o EMA
(extracto de levadura-manitol-agar)

� definidos, en los cuales el extracto de levadura es reem-
plazado por compuestos nitrogenados inorgánicos, ami-
noácidos y cofactores, se emplean para determinar los
requerimientos nutritivos, los productos del catabolismo,
las vías metabólicas y la identificación de mutantes.

A partir de suelo (sin leguminosas) (Anexo práctico)

* sembrar la leguminosa específica en el suelo en cues-
tión (campo, maceta, tubos) y esperar la aparición de
nódulos, para proceder como anteriormente

* inocular muestras del suelo en estudio en suspensión
con agua en tubos y/o macetas con soporte inerte (are-
na/vermiculita, agar, etc.) con plántulas creciendo asép-
ticamente (semillas desinfectadas previamente). El
medio es para plantas: agua y sales, sin  carbono (foto-
síntesis) ni nitrógeno (fijación de N

2
), ambos elementos

son tomados del aire.

Identificación de rhizobios y taxonomía

Rhizobio es un habitante normal del suelo, aunque puede
presentarse muchas veces en baja densidad. Es capaz de
sobrevivir, compitiendo efectivamente con el resto de la po-
blación y haciendo uso eficiente de los nutrientes disponi-
bles. La vida saprofítica de esta bacteria es tema de interés,
incluso en cultivos que son año a año inoculados con altas
dosis de rhizobios específicos, como ocurre en casi 100%
del área sembrada de soja en Argentina, Uruguay y Brasil.

La carencia de técnicas específicas y confiables limitó
bastante este estudio: en el suelo el rhizobio no se distin-
gue del resto de la población bacteriana, no fija N

2
 o lo

hace a niveles muy bajos, no posee requerimientos nutri-
tivos específicos, ni morfología característica.

Las técnicas más empleadas en el reconocimiento y se-
guimiento de esta bacteria en ambientes naturales son:
recuentos, serología, empleo de mutantes resistentes a
antibióticos, sondas de ADN específicas  y aquellas que
analizan la composición del ADN o ARN (Anexo práctico).
En general, la forma más directa para identificar una cepa
de rhizobio es inducir la formación de nódulos, reaislán-
dolo a partir de los mismos.  El cuadro 6 presenta alguno
de los criterios empleados en la taxonomía de rhizobio.

Cuadro 6- Caracterización fenotípica y filogenética
de rhizobio

Caracteres fenotípicos

  * Rango de leguminosas hospederas (infectividad,
efectividad)

  * Rango de sustratos empleados como fuentes de
energía (azúcares, alcoholes, hidratos de C com-
plejos)

  * Rango de sustratos empleados como fuente de N
(aminoácidos, urea, nitratos)

  * Resistencia a antibióticos
  * Movilidad electroforética de distintas enzimas
  * Tolerancia a situaciones de estrés (salinidad, tem-

peratura, pH)

Caracteres filogenéticos

  * Modelos de bandeo de fragmentos de restricción del
ADN (RFLPs)

  * Grado de hibridización con sondas específicas del
ADN

  * Análisis de secuencias del fragmento 16S del rARN

Resumiremos algunos de los caracteres taxonómicos
empleados:

� inefectividad: capacidad de nodular: especies de legu-
minosas mutuamente susceptibles de nodular con un
tipo particular de rhizobio, constituyeron un grupo de
“inoculación cruzada”. Las cepas capaces de nodu-
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tan azufre elemental (Sº) fuera de la célula. El género
comprende 9 especies, de las cuales 5 son bien cono-
cidas:

� 4 son autótrofas: T. thiooxidans, T. thioparus, T. denitrifi-

cans y T. ferroxidans

� el T. novellus es autótrofo facultativo, que puede oxi-
dar compuestos orgánicos e inorgánicos con azufre.

Cuadro 2- Transformaciones de compuestos
reducidos del azufre

∆(kcal/mol)

1. H
2
S + 2 0

2
               H

2
SO

4
- 160

2. S0 + 1,5 O
2
 + 2H+             H

2
SO

4
- 118

3. S
2
O

3
= + O

2
 +  H

2
O                2SO

4 
= + 2H+ - 211

4. 5S
2
O

3
= + 8NO

3
- + H

2
O              10SO

4
= + 4N

2
 + 2H+ - 893

5. SO
3

= + 0,5 O
2
           SO

4
= - 60

6. (R-S-S-R´+HS
-
+H

2
S) +3H

2
O+ 3NAD(P)           SO

3
= +

                                                       3NAD(P)H +5H+ + 186

7. SO
3

= + H
2
O + NAD(P)          SO

4
= + NAD(P) + H+ + 34

T. thiooxidans y T. novellus pueden realizar la reacción 3),
T. thiooxidans, la 2). T. denitrificans obtiene energía de la
reacción 4) utilizando también en anaerobiosis el Sº como
donador de electrones. En aerobiosis (es anaerobio fa-
cultativo) puede oxidar según las ecuaciones 2) y 3).

T. ferroxidans puede realizar las reacciones 2) y 3) pero
puede desarrollarse empleando la energía de la oxida-
ción de sales ferrosas, en lugar de las formas reducidas
del azufre:

12 FeSO
4
 + 3O

2
 + 6 H

2
O            Fe (SO4)

3
 +  4 Fe(OH)

3

Todos los thiobacilos, con excepción del T. novellus, em-
plean CO

2
 como fuente de carbono y sales amoniacales

como fuente de N, incluso el T. denitrificans que no es
capaz de asimilar nitratos.

El pH óptimo de las especies varía:

� para T. thiooxidans y T. ferroxidans en la vecindad de
pH 2,0 a 3,5

� para el resto predominan las preferencias en la neutra-
lidad o ligeramente alcalino. Salvo el T. denitrificans son
aerobios obligados

Se han propuesto diferentes esquemas metabólicos en la
oxidación de compuestos con azufre. Algunos autores
suponen pasajes por politionatos:

Sº          S
2
O

3
=            S

4
O

6
=                S

3
O

6
=            SO

3
=           SO

4
=

           tiosulfato    tetrationato  tritionato        sulfito          sulfato

 El rápido crecimiento de estos organismos, 2 horas de
tiempo de generación cuando crecen a expensas de tio-
sulfato, y la relativa versatilidad del grupo, los hacen muy
útiles para estudios fisiológicos asociados a modos qui-
mioautótrofos de vida.

La autotrofia obligada, más extendida entre los nitrifi-
cantes, es una propiedad variable entre los oxidantes del
azufre y está completamente ausente entre las bacterias
del hidrógeno. Muchos estudios se realizan para tratar de
explicar esta característica distribuida al azar entre los
principales grupos de procariotas:

� la incapacidad de estos organismos de emplear fuentes
orgánicas exógenas puede deberse a la ausencia de
permeasas específicas que incorporen a las molécu-
las orgánicas. Pero esta teoría ha sido cuestionada pues
se observó que muchos thiobacilos pueden incorporar
el C14-acetato cuando metabolizan sulfuros, aunque esta
fuente contribuye con muy poco del carbono reciente-
mente sintetizado

� la explicación más aceptada se basa en la ausencia de
un ciclo de ácidos tricarboxílicos funcional por  falta
de la enzima ααααα-cetoglutarato deshidrogenasa y a ni-
veles muy bajos de succínico y málico deshidrogena-
sas. Al no poder mediatizar la oxidación de la acetil-
CoA, el ciclo funciona como dos metabolismos separa-
dos puramente biosintéticos.

 ➤

 ➤  ➤  ➤  ➤  ➤

 ➤
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 ➤
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lar las plantas de uno de esos grupos se consideraban
como especies, independientemente de la ocurrencia
de la fijación de N

2
. Pero numerosos nódulos son in-

efectivos, no benefician el crecimiento de la legumino-
sa y se consideran incluso como parásitos, ya que la
planta provee energía para su desarrollo, sin recibir ni-
trógeno en cambio. La biodiversidad de cepas de rhizo-
bios es considerable, como lo demuestran los estudios
en árboles (Prosopis sp., Faidherlia albida, etc.).

� efectividad, (capacidad para fijar N
2
), la propiedad más

importante en una selección de cepas para preparar un
inoculante

� características morfológicas y culturales, crecimien-
to con distintas fuentes de carbono, producción de áci-
dos, resistencias a salinidad, acidez, antibióticos, etc.

� análisis del genoma bacteriano han demostrado ser
importantes herramientas en los estudios de evolución
y han renovado el interés  en estudios taxonómicos. La
composición de bases del ADN (citosina+guanina)%,
plásmidios, el análisis de las proteínas totales por elec-
troforesis, hibridación de ADN y ARN o ARN-ARN, el
polimorfismo de los fragmentos de restricción del ADN
(RFLP), la secuenciación del  ADN y otras aproximacio-
nes como  el análisis electrofóretico de enzimas y la
taxonomía numérica han demostrado su utilidad en es-
tudios de estas bacterias

� análisis de ARN 16s ribosomal, tanto la conservación
del ARN ribosomal como la existencia de variabilidad
en ciertos segmentos, hace que el estudio de la secuen-
cia de los genes del rARN, constituyen importantes he-
rramientas en la comparación de organismos y en el
establecimiento de relaciones filogenéticas

� análisis serológico, estos estudios han sido relativa-
mente poco utilizados para clasificar a los rhizobios de-
bido a la variedad de antígenos que poseen estos orga-
nismos.

� análisis de la homología de fragmentos de restric-

ción amplificados por la reacción de la polimerasa

(RFLP/PCR).  Estas técnicas son muy empleadas y sus
resultados acuerdan con la filogenia derivada de estu-
dios de enzimas multilocus (Martínez et al, 1996).

La taxonomía numérica ha permitido agrupar enorme
cantidad de caracteres bacterianos (morfológicos, meta-
bólicos, ecológicos, genéticos) determinando grados de
similitud entre aislamientos.

En el Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology
(2001) se encuentra la descripción de los géneros de la
familia Rhizobiaceae y el cuadro 7 incluye algunas de las
modificaciones  recientes.

Cuadro 7 - Clasificación de los rhizobios

Género Especies Hospedantes

Bradyrhizobium B. japonicum Glycine max
B. elkanii Glycine max
Bradhyrhizobium spp. Vigna, Macroptilium

Arachis, Acacia

Rhizobium R. leguminosarum
biovar viciae Vicia
biovar trifolii Trifolium
biovar phaseoli Phaseolus y

leguminosas templadas
R. lupini Lupinus
R. galegae Galega officinalis
R. etli Phaseolus vulgaris
R. tropici P. vulgaris y Leucaena

Azorhizobium A. caulinodans Sesbania rostrata
(aéreos)

Sinorhizobium S. meliloti Medicago, Melilotus,
Trigonella

S. fredii Glycine spp., Leucaena
leucocephala

S. saheli Sesbania cannabina,
S. rostrata

S. terangae Acacia, Sesbania

Mesorhizobium M. loti Lotus, Lupinus
M. huakuii Astragalus sinicus
M. ciceri Cicer arietinum
M. hainanensis Leguminosas de

regiones áridas
M. tianshanense Leguminosas de

regiones tropicales

Allorhizobium A. undicola Neptunia natans

Blastobacter B. denitrificans Aeschynomene
indica

Methylobacterium M. nodulans Crotalaria

Burkholderia B. sp Aspalathus

Ralstonia R. taiwanensis Mimosa
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nes críticas son altas y sólo excepcionalmente los vegeta-
les se ven perjudicados por la acción microbiana. En ese
caso resulta favorable fertilizar con compuestos con azufre.
Algunos microorganismos, sobre todo los anaerobios, que
no pueden emplear sulfatos, porque no son formados en
ambientes carentes de oxígeno, pueden asimilar formas
orgánicas del azufre, como los aminoácidos, proteínas.

Las condiciones que favorecen a la inmovilización son
las mismas que afectan a la mineralización, pero en sen-
tido inverso:

pH y temperatura bajas, humedades elevadas, restos ve-
getales con menos de 0,1-0,2% de S

La microflora activa en la mineralización es muy amplia,
una multiplicidad de especies de bacterias, hongos, pro-
tozoos, algas. Es la misma población que interviene en la
mineralización de restos vegetales y animales que llegan
al suelo y actúan en todas las condiciones compatibles
con la actividad biológica. Todos los factores que favore-
cen el crecimiento microbiano, favorecerán la liberación
de sulfatos:

� aumento de temperatura en el rango mesófilo, la libera-
ción de sulfatos es escasa debajo de 10ºC y se eleva
con la temperatura hasta 35ºC

� encalado en suelos ácidos, una mejor aireación y hu-
medades medias

� la desecación provoca liberación de sulfatos de la ma-
teria orgánica por vías no biológicas

En general, se piensa que el azufre se mineraliza al mis-
mo rango que el nitrógeno, es decir entre un 1 al 3% al
año en suelos de la zona templada

Sulfooxidación

Numerosos compuestos inorgánicos del azufre con es-
tado de oxidación menor que el sulfato (+6) pueden ser
oxidados biológicamente o químicamente hasta sulfato:
sulfuros (-2); Sº (O); tiosulfato S

2
O

3
=  (-2); sulfitos SO

3
=

(+ 4).

A diferencia de lo que ocurre en la nitrificación, en donde
sólo un grupo pequeño de microorganismos autótrofos
muy eficientes y una multiplicidad de heterótrofos poco
eficientes son los responsables de la formación de nitra-
tos, en la sulfooxidación intervienen:

1. organismos quimioautótrofos del género Thiobaci-

llus aerobios y anaerobios

2. bacterias quimiolitotrofas filamentosas y sobre todo
acuáticas de la familia Beggiatoaceae

3. bacterias fotosintéticas sulfurosas purpúreas y ver-

des de las familias Chromatiaceae y Chlorobiaceae

4. un amplio número de microorganismos quimiohe-

terótrofos variados

En el suelo son los thiobacilos y los organismos heteró-
trofos los que desempeñan un rol cuantitativamente más
importante, los otros dos grupos son sobre todo acuáticos
y las bacterias fotosintéticas requieren anaerobiosis y do-
sis altas de sulfuros.

1. Thiobacteriaceae: estas bacterias sulfooxidantes po-
seen la capacidad de obtener energía y poder reductor
para su biosíntesis celular de la oxidación de compues-
tos inorgánicos del azufre. La actividad metabólica de
las bacterias oxidantes del azufre y del hierro juega im-
portante rol en distintos campos de importancia econó-
mica como son la purificación de minerales con uranio,
cobre y otros metales, la corrosión de cañerías metáli-
cas, en la tecnología del petróleo, polución de aguas y
fertilidad de suelos.

Además de la habilidad para producir ácido sulfúrico, al-
gunos de sus integrantes son capaces de reducir nitratos
y otros óxidos del N hasta N

2
, limitando la provisión de

uno de los más importantes nutrientes nitrogenados. Mu-
cha atención han recibido las transformaciones realiza-
das por miembros del género Thiobacillus, pero aún res-
tan sin dilucidar mecanismos enzimáticos y la naturaleza
de muchos intermediarios en la oxidación (cuadro 2).

Los thiobacilos son bacterias Gram negativos, no es-
porulados, algunos móviles por flagelo polar, y deposi-



Lillian Frioni208

Frankia

El endofito de nódulos tipo Alnus ha sido frecuentemen-
te descrito como simbionte obligado y pocas referen-
cias a ellos se encuentran en los textos clásicos de
microbiología. Han sido introducidos en la 8ª edición
del Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, pero
no figuran muchos textos sobre actinomicetes. La cau-
sa principal de esta omisión ha sido la incapacidad de
cultivarlos in-vitro. Este inconveniente ha sido supera-
do y se han aislado con éxito endofitos de Comptonia

peregrina, de Alnus glutinosa, Colletia spinosissima

(Diem et a.l., 1982).

Algunos autores presentaron evidencias para la subdivi-
sión de los endofitos tipo Alnus basadas en las barreras
de inoculación cruzada entre especies vegetales. Las ex-
periencias se realizaron desde 1978 inoculando con culti-
vos puros de Frankia y se comprobó que un mismo aisla-
miento podía nodular distintas especies, resultando difícil
la subdivisión en especies basada en la especificidad
endofito-hospedante, como en el caso de los rhizobios.

Otros caracteres que se toman en cuenta para establecer
claves taxonómicas en Frankia incluyen:

� la composición química de las paredes celulares

� la capacidad para formar esporas en los nódulos

� isoenzimas

� taxonomía genética

Frankia posee ciertos rasgos taxonómicos característicos:
su pared posee ácido diaminopimélico, ácido glutámico,
alanina, peptidoglicano. Sus ácidos grasos son de cadena
normal, ramificados y monoinsaturados. Ciertos lípidos no
saponificables llamados hopanoides les confieren resis-
tencia en condiciones desfavorables, son usados en la taxo-
nomía. También se han encontrado cepas genéticamente
diferentes en endofitos de Alnus: una produce esporas y la
otra no, aunque en cultivo puro esta última es capaz de
esporular, indicando que la supresión de la esporulación en
simbiosis está controlada por el hospedante.

Así, los intentos de clasificación  de Frankia (Lechevalier,
1994) incluyen estudios sobre:

i) infectividad  y efectividad en distintos hospedantes
ii) crecimiento y características fisiológicas
iii) estudios genéticos: nº y tipo de plásmidos, isoenzimas,

perfil de ácidos grasos, polimorfismo de segmentos de
restricción del ADN (RFLP), secuencias del rARN 16S.
Las regiones conservadas de este  fragmento permiten
ubicar al género Frankia dentro de los Actinomicetales,
mientras que las regiones hipervariables son útiles  para
la clasificación filogenética a nivel de género y especie.

Aislamiento

Se han empleado distintas técnicas para lograr el aisla-
miento de Frankia: digestión enzimática de macerados
de nódulos, microdisección, fraccionamiento en gradiente
de sacarosa, diluciones seriadas o aislamiento directo a
partir de trozos de nódulos desinfectados superficialmen-
te. Se han desarrollado numerosos medios de cultivos.
Las plántulas se desarrollan en medio sin nitrógeno en
tubos, al mes se inoculan con macerado nodular y los
nódulos se hacen visibles entre 1 y 2 meses. A partir de
ellos se efectúa el aislamiento de  Frankia (Anexo prác-
tico).

Morfología  Esta bacteria presenta distintas estructuras
en medios de cultivo (figura 8) y en los nódulos

� hifas: en las colonias las hifas aparecen ramificadas,
septadas, de unos 0,4 a 0,9 micras

� los esporangios, pueden presentarse intercalarmente,
con esporas de forma irregular: globulosas, o de masa,
alargados o irregulares, con paredes gruesas, tamaño
variable (0,5 a 1 micra), muy abundantemente empa-
quetadas en la zona infectada. Su formación puede ori-
ginarse en las células de la corteza a partir de cuerpos
esporógenos de las hifas, o en espacios intercelulares.
La formación de esporas puede estar ausente, los nó-
dulos sin ellas se denominan Sp- y los que las presen-
tan como nódulos Sp+.

� vesículas, la presencia de estas estructuras esféricas
(2,6 micras) de paredes gruesas, en extremos de hifas
cortas y ramificadas se visualizan en el microscopio
óptico y son el asiento de la fijación de nitrógeno (pro-
tección de la N

2
asa) en aerobiosis
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del S asimilado por los vegetales y microorganismos
y también lavado. Muchos suelos lo retienen como
minerales sulfatados insolubles (sulfatos de calcio y
magnesio).

� el del azufre es considerado un ciclo más complejo;
muchas de las transformaciones, sobre todo la sul-
fooxidación de innumerables compuestos con grado
de oxidación intermedio entre sulfuros y sulfatos, no
están bien dilucidadas. El ciclo de este elemento in-
cluye la mineralización de  residuos vegetales, ani-
males, fertilizantes, aportes por la lluvia y ciertos
gases, como SO

2
, H

2
S que llegan al suelo en canti-

dades importantes en zonas fabriles, del orden de
100 kg/ha/año en regiones industrializadas de Euro-
pa y Estados Unidos.

Mineralización-inmovilización

Los vegetales requieren sulfatos como fuente de azufre,
el que deben reducir a forma sulfhidrilo  (-SH) en sus
células. La mineralización de las formas orgánicas de
este elemento es un importante proceso microbiológico
que asegura la provisión de sulfatos en la zona radical.
Formas orgánicas como proteínas, aminoácidos, anti-
bióticos como la penicilina, compuestos húmicos, éste-
res sulfúricos, etc. son transformados en compuestos
cada vez más simples por una micropoblación muy va-
riada, en condiciones muy amplias de aireación, tempe-
ratura, pH, liberando finalmente compuestos inorgáni-
cos, sulfatos y/o sulfuros.

La inmovilización incorpora estos iones a las células
microbianas que compiten por ellos con los vegetales.
La biomasa microbiana del suelo regula las transfor-
maciones del azufre y la actividad microbiana regula
tanto los flujos de azufre entre las diferentes reservas
(sulfatos solubles, S-orgánico lábil y S-orgánico resis-
tente) y es responsable de la conversión de fracciones
pasivas a otras muy activas, como los aminoácidos con
cisteína.

Como en el caso del nitrógeno, las combinaciones del
azufre en el humus, conducen a una estabilización.  Los

productos finales están en parte gobernados por las con-
diciones del medio:

� en aerobiosis el producto final es el sulfato, acompa-
ñado de nitratos, CO

2
, H

2
O, fosfatos, etc.

� en anaerobiosis, como ocurre en el caso de la putre-
facción de proteínas, se acumula H

2
S y productos de

mal olor como los mercaptanes: metilmercaptán (CH
3
-

SH), metil-etil-mercaptán (CH
3
-S-C

2
H

5
), tóxicos para los

vegetales, junto a aminas, amidas, NH
3
, fosfatos, sales

ferrosas, CO
2
, CH

4
, ácidos orgánicos, alcoholes.

Los aminoácidos son rápidamente degradados en sue-
los bien aereados, con liberación de sulfatos. Los micro-
organismos heterótrofos pueden también liberar sulfatos
de compuestos de estructura R-SH. La cisteína desulfhi-
drasa es responsable de la liberación de sulfuros a partir
de cistina:

HSCH
2
CHNH

2
COOH +  H

2
O         CH

3
COCOOH +  H

2
S +  NH

3

En el caso de la metionina puede aparecer sulfato luego
de su incorporación al suelo, o bien la degradación puede
ocurrir con formación de productos finales volátiles, metil-
mercaptán (CH

3
-SH) y dimetildisulfuro (CH

3
SSCH

3
), reali-

zado por bacterias y hongos.

Las sulfatasas (sulfohidrolasas) como la arilsulfatasa, son
enzimas que hidrolizan ésteres sulfúricos, con enlaces tipo
R-O-S:

R-O-SO
3

-  +  H
2
O               R-OH + SO

4
= + H+

La mineralización de compuestos azufrados y la libera-
ción de formas minerales, reducidas u oxidadas (mine-
ralización neta) depende, como en el caso del nitróge-
no, del contenido de S%, de la relación C/S y a veces de
la N/S.

La relación crítica C/S debajo de la cual el azufre excede
las necesidades de la microflora y se libera al medio, varía
como en el caso ya considerado del nitrógeno, con los ma-
teriales orgánicos que llegan al suelo, pero se puede esta-
blecer valores entre 100 a 150/1.  En general, las relacio-

 ➤

 ➤
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Figura 8 - Morfología de Frankia con hifas, esporangios y
vesículas.  Arriba: aislamiento de Casuarina equisetifolia

(Frioni et al, 1991). Abajo: esporangios, estructuras de
resistencia y de producción de esporas y diazovesículas

(flechas) (Duhoux y Nicole, 2004).

El polimorfismo de Frankia  dificulta los estudios fisiológi-
cos y la evaluación del crecimiento, ya que no produce tur-
bidez uniforme como los microorganismos unicelulares. La
curva de crecimiento se analiza por determinaciones de
biomasa por medio de diferentes técnicas, como análisis
del contenido de proteínas,  determinación de actividad
deshidrogenasas (TTC, INT), turbidimetría luego de soni-
cación de las hifas, actividad N

2
asa.   Para la preparación

de inoculantes y en estudios fisiológicos se trabaja con cul-
tivos frescos, repicados varias veces en medios nuevos.

Fuentes de carbono y nitrógeno
Frankia  emplea ácidos grasos de cadena corta (propióni-
co, acético) y sus derivados, intermediarios del ciclo de
Krebs (ácidos succínico, málico) y el ácido pirúvico. Pue-

de crecer con N
2
 en vida libre y emplear otras fuentes de

N: aminoácidos, urea, nitrato, adenina, uracilo y amonio.
Como en otros diazotrofos la glutamino sintetasa es la
enzima responsable de la asimilación del amonio.

Protección frente al oxígeno
Las cepas son aerobias o microaerofílicas y a diferencia
de los rhizobios, frankia puede fijar N

2
 a diferentes con-

centraciones de O
2
 (Valdes et al, 1996).Su nitrogenasa

está protegida en las vesículas, rodeadas de gruesas
capas lipídicas, integrados por hopanoides y triterpenos
pentaciclados, reconocidos en la alteración de la permeabi-
lidad  de membranas en procariotes. Estas estructuras se
han comparado con los heterocistos de las cianobacte-
rias. La presencia de superóxido dismutasa en el nódu-
lo contribuiría también a la protección. Los gruesos teji-

dos del nódulo y la hemoglobina contribuyen a la protec-
ción en simbiosis. La presencia de una hidrogenasa fun-

cional ha sido citada como un mecanismo adicional y
permitiría en muchos casos un crecimiento autotrófico

Genética de Frankia
Los estudios han avanzado lentamente por  la baja velo-
cidad de crecimiento, la escasa germinación de las espo-
ras.  Mucha de la información obtenida se ha logrado con
las técnicas usadas para los rhizobios y actinomicetes.
Se ha avanzado en la determinación de los plásmidos y
los genes nod, nif y genes que codifican la asimilación del
amonio. Una herramienta muy útil en el establecimiento
de relaciones filogenéticas es el estudio de las secuen-
cias conservadas en los segmentos 16S de los rARN.

Los diazotrofos asociados a los vegetales en relaciones
no simbióticas (rizosféricas, filosféricas) y simbióticas no-
dulares, son analizados en el capítulo 15.

Eficiencia de la fijación del N
2
 por diazotrofos

vida libre asociaciones asociaciones
 rizosféricas  nodulares

Causas:
aportes constantes de nutrientes
concentración de O

2
 bajas

exportación productos de la fijación  (inhiben a la FBN)

 ➤
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Figura 2 – Cambios en estados de oxido-reducción en
compuestos con azufre

Como se observa las transformaciones que sufre
este elemento en el suelo tienen mucha similitud
con las del nitrógeno

� la reserva en el suelo es orgánica (75-90% del S-total)

� la nutrición vegetal depende de la actividad minerali-
zante de la microflora del suelo

� la sulfooxidación es un proceso similar a la nitrificación
en el plano bioquímico y ecológico

� la sulfhidrización, o mineralización de compuestos azu-
frados orgánicos hasta sulfuros o H

2
S, es muy similar a

la amonificación

� la sulfatorreducción es una respiración anaerobia, como
la desnitrificación, con las mismas  consecuencias ne-
gativas en la nutrición vegetal pero importante para eli-
minar a la atmósfera sulfatos en aguas.

Sin embargo, ambos ciclos presentan algunas
diferencias

� la fuente primaria de nitrógeno disponible para la ac-
tividad biológica  lo constituye la atmósfera y en el
caso del azufre es la roca madre. La principal fuente
en el suelo es la pirita (FeS

2
) de las rocas ígneas,

que sufre oxidaciones liberando sulfato durante la me-
teorización y la formación del suelo. Esta es la forma

gica intensa.  La figura 1 presenta las transformaciones
biológicas que sufren los compuestos con azufre que in-
cluyen procesos de:

� mineralización-inmovilización

� óxido-reducción

� volatilización, de menor importancia, excepto las pér-
didas de H

2
S o anhidrídos de azufre, debido a activida-

des del hombre.

Figura 1- Transformaciones biológicas del azufre

No son importantes las reacciones de precipitación-solu-
bilización de compuestos azufrados.

El azufre existe en varios estados de oxidoreducción,
desde -2 en los sulfuros volátiles o precipitados (H

2
S,

FeS), hasta +6 en los sulfatos (figura 2) (Frenchel et al,

1998).
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Preguntas de repaso

1) ¿Por qué resulta de difícil asimilación el N contenido
en el N

2
?

2) Organismos diazotrofos. ¿Cómo pondría en eviden-
cia a estos organismos?

3) ¿Cuales se consideran requisitos indispensables para
que ocurra la FBN?

4) ¿Puede comparar este proceso con la Fijación Indus-
trial?

5) Si bien los costos de la síntesis química de fertilizan-
tes nitrogenados está bajando, explique los motivos
de continuar explotando la FBN.

6) Señale algún método para evidenciar que una prade-
ra natural (leguminosas, gramíneas) está fijando N

2
.

7) Compare y explique las variaciones en la eficiencia de
la FBN en diazotrofos en vida libre, en asociaciones
rizosféricas y en simbiosis nodulares.

8) Compare simbiosis con rhizobio y con frankia.
9) Compare las asociaciones entre diazotrofos fotosinté-

ticos y heterótrofos con los vegetales.
10) ¿Cual es el proceso biológico que contrarresta a la

FBN en la naturaleza?
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Ciclo biológico del azufre

El azufre es un elemento esencial para todos los orga-
nismos, es uno de los 10 bioelementos requeridos  en
relativamente alta concentración, e integra la composi-
ción de:

� proteínas, en los aminoácidos metionina (21% de S) y
cistina (27% de S), formando además puentes de azu-
fre. Los enlaces disulfuro estabilizan la estructura ter-
ciaria de proteínas

� factores de crecimiento, como la biotina y tiamina, hor-
monas, coenzima A

� fuente de energía para muchos microorganismos: la
oxidación de formas reducidas del azufre, importantes
en ambientes a altas temperaturas, permite la fijación
del carbono y el desarrollo microbiano

Los vegetales contienen aproximadamente la misma
cantidad de S y de P (0,2-0,5%) de su peso seco y
como sus funciones están relacionadas con activida-
des enzimáticas, como la ferredoxina, una proteína Fe-
S, que participa en la fotosíntesis y también en la fija-
ción del N

2
, las plantas deficientes en S muestran sín-

tomas característicos de deficiencias: retardo en el cre-
cimiento, amarillamiento de hojas, sobretodo en las le-
guminosas.

Los principales reservas de azufre se encuentran en la
litósfera (rocas sedimentarias, ígneas y metamórficas de
la corteza terrestre), con 24 x 10 18 kg y en la hidrósfera,
1,3 x 1018 kg. En el suelo se encuentran cantidades mo-
deradas (2,6 x 1014kg), menos en la atmósfera (4,8 x

Ciclos biológicos del azufre, fósforo,

hierro12

109kg) y en vegetales (7,6 x 1012kg) (Stevenson y Cole,
1999).  El cuadro 1 muestra flujos de azufre entre los
componentes más importantes en suelos agrícolas típi-
cos.

Cuadro 1- Flujos de azufre en suelos agrícolas
(kg/ha/año)

Toma por vegetales 10-50
Remoción por cosechas 5-20
Remoción en productos animales 0-5
Entradas de la atmósfera 2-20
Lavado 0-50
Meteorización de minerales 0-5
Emisiones volátiles desconocidas

El contenido de S en los suelos varía mucho, los rangos
más frecuentes en suelos agrícolas  de regiones húme-
das y semi-húmedas es de 100 a 500 mg/kg o 0,01 a 0,05%
(224-1.120kg/ha en la capa arable), los vegetales consu-
men una cantidad variable de este elemento, en general
se citan datos entre 10-30kg/ha. La mayor reserva de este
elemento en el suelo es orgánica y en muchos casos cons-
tituye un factor limitante al desarrollo vegetal, que presen-
tan claros síntomas de deficiencia. La respuesta a fertili-
zantes azufrados es rápida en esos casos. Los fertilizan-
tes fosfatados contienen CaSO

4
 que elevan el nivel de S

del suelo. Los vegetales se nutren de preferencia de sul-
fatos, pero pueden asimilar también ciertos aminoácidos
y formas volátiles de azufre por las hojas.

La atmósfera puede contener compuestos con azufre: SO
2
,

SH
2
, provenientes de la actividad industrial, de la polución

en las grandes ciudades y también de una actividad bioló-
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Figura 8 - Morfología de Frankia con hifas, esporangios y
vesículas.  Arriba: aislamiento de Casuarina equisetifolia

(Frioni et al, 1991). Abajo: esporangios, estructuras de
resistencia y de producción de esporas y diazovesículas

(flechas) (Duhoux y Nicole, 2004).

El polimorfismo de Frankia  dificulta los estudios fisiológi-
cos y la evaluación del crecimiento, ya que no produce tur-
bidez uniforme como los microorganismos unicelulares. La
curva de crecimiento se analiza por determinaciones de
biomasa por medio de diferentes técnicas, como análisis
del contenido de proteínas,  determinación de actividad
deshidrogenasas (TTC, INT), turbidimetría luego de soni-
cación de las hifas, actividad N

2
asa.   Para la preparación

de inoculantes y en estudios fisiológicos se trabaja con cul-
tivos frescos, repicados varias veces en medios nuevos.

Fuentes de carbono y nitrógeno
Frankia  emplea ácidos grasos de cadena corta (propióni-
co, acético) y sus derivados, intermediarios del ciclo de
Krebs (ácidos succínico, málico) y el ácido pirúvico. Pue-

de crecer con N
2
 en vida libre y emplear otras fuentes de

N: aminoácidos, urea, nitrato, adenina, uracilo y amonio.
Como en otros diazotrofos la glutamino sintetasa es la
enzima responsable de la asimilación del amonio.

Protección frente al oxígeno
Las cepas son aerobias o microaerofílicas y a diferencia
de los rhizobios, frankia puede fijar N

2
 a diferentes con-

centraciones de O
2
 (Valdes et al, 1996).Su nitrogenasa

está protegida en las vesículas, rodeadas de gruesas
capas lipídicas, integrados por hopanoides y triterpenos
pentaciclados, reconocidos en la alteración de la permeabi-
lidad  de membranas en procariotes. Estas estructuras se
han comparado con los heterocistos de las cianobacte-
rias. La presencia de superóxido dismutasa en el nódu-
lo contribuiría también a la protección. Los gruesos teji-

dos del nódulo y la hemoglobina contribuyen a la protec-
ción en simbiosis. La presencia de una hidrogenasa fun-

cional ha sido citada como un mecanismo adicional y
permitiría en muchos casos un crecimiento autotrófico

Genética de Frankia
Los estudios han avanzado lentamente por  la baja velo-
cidad de crecimiento, la escasa germinación de las espo-
ras.  Mucha de la información obtenida se ha logrado con
las técnicas usadas para los rhizobios y actinomicetes.
Se ha avanzado en la determinación de los plásmidos y
los genes nod, nif y genes que codifican la asimilación del
amonio. Una herramienta muy útil en el establecimiento
de relaciones filogenéticas es el estudio de las secuen-
cias conservadas en los segmentos 16S de los rARN.

Los diazotrofos asociados a los vegetales en relaciones
no simbióticas (rizosféricas, filosféricas) y simbióticas no-
dulares, son analizados en el capítulo 15.

Eficiencia de la fijación del N
2
 por diazotrofos

vida libre asociaciones asociaciones
 rizosféricas  nodulares

Causas:
aportes constantes de nutrientes
concentración de O

2
 bajas

exportación productos de la fijación  (inhiben a la FBN)
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Figura 2 – Cambios en estados de oxido-reducción en
compuestos con azufre

Como se observa las transformaciones que sufre
este elemento en el suelo tienen mucha similitud
con las del nitrógeno

� la reserva en el suelo es orgánica (75-90% del S-total)

� la nutrición vegetal depende de la actividad minerali-
zante de la microflora del suelo

� la sulfooxidación es un proceso similar a la nitrificación
en el plano bioquímico y ecológico

� la sulfhidrización, o mineralización de compuestos azu-
frados orgánicos hasta sulfuros o H

2
S, es muy similar a

la amonificación

� la sulfatorreducción es una respiración anaerobia, como
la desnitrificación, con las mismas  consecuencias ne-
gativas en la nutrición vegetal pero importante para eli-
minar a la atmósfera sulfatos en aguas.

Sin embargo, ambos ciclos presentan algunas
diferencias

� la fuente primaria de nitrógeno disponible para la ac-
tividad biológica  lo constituye la atmósfera y en el
caso del azufre es la roca madre. La principal fuente
en el suelo es la pirita (FeS

2
) de las rocas ígneas,

que sufre oxidaciones liberando sulfato durante la me-
teorización y la formación del suelo. Esta es la forma

gica intensa.  La figura 1 presenta las transformaciones
biológicas que sufren los compuestos con azufre que in-
cluyen procesos de:

� mineralización-inmovilización

� óxido-reducción

� volatilización, de menor importancia, excepto las pér-
didas de H

2
S o anhidrídos de azufre, debido a activida-

des del hombre.

Figura 1- Transformaciones biológicas del azufre

No son importantes las reacciones de precipitación-solu-
bilización de compuestos azufrados.

El azufre existe en varios estados de oxidoreducción,
desde -2 en los sulfuros volátiles o precipitados (H

2
S,

FeS), hasta +6 en los sulfatos (figura 2) (Frenchel et al,

1998).

 Numerosas son la formas inorgánicas en el ambiente:
sulfuros (-2), Sº (0),   tiosulfatos (-2, +6), sulfitos (+4),
sulfatos (+6). Los estados de oxidación más comunes
en suelos y materiales orgánicos son: -2 en sulfuros y
en la mayoría de compuestos orgánicos y +6 en los sul-
fatos y moléculas que los contienen. Los procesos de
oxidación y reducción ocurren fácilmente en condicio-
nes adecuadas.
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Frankia

El endofito de nódulos tipo Alnus ha sido frecuentemen-
te descrito como simbionte obligado y pocas referen-
cias a ellos se encuentran en los textos clásicos de
microbiología. Han sido introducidos en la 8ª edición
del Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, pero
no figuran muchos textos sobre actinomicetes. La cau-
sa principal de esta omisión ha sido la incapacidad de
cultivarlos in-vitro. Este inconveniente ha sido supera-
do y se han aislado con éxito endofitos de Comptonia

peregrina, de Alnus glutinosa, Colletia spinosissima

(Diem et a.l., 1982).

Algunos autores presentaron evidencias para la subdivi-
sión de los endofitos tipo Alnus basadas en las barreras
de inoculación cruzada entre especies vegetales. Las ex-
periencias se realizaron desde 1978 inoculando con culti-
vos puros de Frankia y se comprobó que un mismo aisla-
miento podía nodular distintas especies, resultando difícil
la subdivisión en especies basada en la especificidad
endofito-hospedante, como en el caso de los rhizobios.

Otros caracteres que se toman en cuenta para establecer
claves taxonómicas en Frankia incluyen:

� la composición química de las paredes celulares

� la capacidad para formar esporas en los nódulos

� isoenzimas

� taxonomía genética

Frankia posee ciertos rasgos taxonómicos característicos:
su pared posee ácido diaminopimélico, ácido glutámico,
alanina, peptidoglicano. Sus ácidos grasos son de cadena
normal, ramificados y monoinsaturados. Ciertos lípidos no
saponificables llamados hopanoides les confieren resis-
tencia en condiciones desfavorables, son usados en la taxo-
nomía. También se han encontrado cepas genéticamente
diferentes en endofitos de Alnus: una produce esporas y la
otra no, aunque en cultivo puro esta última es capaz de
esporular, indicando que la supresión de la esporulación en
simbiosis está controlada por el hospedante.

Así, los intentos de clasificación  de Frankia (Lechevalier,
1994) incluyen estudios sobre:

i) infectividad  y efectividad en distintos hospedantes
ii) crecimiento y características fisiológicas
iii) estudios genéticos: nº y tipo de plásmidos, isoenzimas,

perfil de ácidos grasos, polimorfismo de segmentos de
restricción del ADN (RFLP), secuencias del rARN 16S.
Las regiones conservadas de este  fragmento permiten
ubicar al género Frankia dentro de los Actinomicetales,
mientras que las regiones hipervariables son útiles  para
la clasificación filogenética a nivel de género y especie.

Aislamiento

Se han empleado distintas técnicas para lograr el aisla-
miento de Frankia: digestión enzimática de macerados
de nódulos, microdisección, fraccionamiento en gradiente
de sacarosa, diluciones seriadas o aislamiento directo a
partir de trozos de nódulos desinfectados superficialmen-
te. Se han desarrollado numerosos medios de cultivos.
Las plántulas se desarrollan en medio sin nitrógeno en
tubos, al mes se inoculan con macerado nodular y los
nódulos se hacen visibles entre 1 y 2 meses. A partir de
ellos se efectúa el aislamiento de  Frankia (Anexo prác-
tico).

Morfología  Esta bacteria presenta distintas estructuras
en medios de cultivo (figura 8) y en los nódulos

� hifas: en las colonias las hifas aparecen ramificadas,
septadas, de unos 0,4 a 0,9 micras

� los esporangios, pueden presentarse intercalarmente,
con esporas de forma irregular: globulosas, o de masa,
alargados o irregulares, con paredes gruesas, tamaño
variable (0,5 a 1 micra), muy abundantemente empa-
quetadas en la zona infectada. Su formación puede ori-
ginarse en las células de la corteza a partir de cuerpos
esporógenos de las hifas, o en espacios intercelulares.
La formación de esporas puede estar ausente, los nó-
dulos sin ellas se denominan Sp- y los que las presen-
tan como nódulos Sp+.

� vesículas, la presencia de estas estructuras esféricas
(2,6 micras) de paredes gruesas, en extremos de hifas
cortas y ramificadas se visualizan en el microscopio
óptico y son el asiento de la fijación de nitrógeno (pro-
tección de la N

2
asa) en aerobiosis
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del S asimilado por los vegetales y microorganismos
y también lavado. Muchos suelos lo retienen como
minerales sulfatados insolubles (sulfatos de calcio y
magnesio).

� el del azufre es considerado un ciclo más complejo;
muchas de las transformaciones, sobre todo la sul-
fooxidación de innumerables compuestos con grado
de oxidación intermedio entre sulfuros y sulfatos, no
están bien dilucidadas. El ciclo de este elemento in-
cluye la mineralización de  residuos vegetales, ani-
males, fertilizantes, aportes por la lluvia y ciertos
gases, como SO

2
, H

2
S que llegan al suelo en canti-

dades importantes en zonas fabriles, del orden de
100 kg/ha/año en regiones industrializadas de Euro-
pa y Estados Unidos.

Mineralización-inmovilización

Los vegetales requieren sulfatos como fuente de azufre,
el que deben reducir a forma sulfhidrilo  (-SH) en sus
células. La mineralización de las formas orgánicas de
este elemento es un importante proceso microbiológico
que asegura la provisión de sulfatos en la zona radical.
Formas orgánicas como proteínas, aminoácidos, anti-
bióticos como la penicilina, compuestos húmicos, éste-
res sulfúricos, etc. son transformados en compuestos
cada vez más simples por una micropoblación muy va-
riada, en condiciones muy amplias de aireación, tempe-
ratura, pH, liberando finalmente compuestos inorgáni-
cos, sulfatos y/o sulfuros.

La inmovilización incorpora estos iones a las células
microbianas que compiten por ellos con los vegetales.
La biomasa microbiana del suelo regula las transfor-
maciones del azufre y la actividad microbiana regula
tanto los flujos de azufre entre las diferentes reservas
(sulfatos solubles, S-orgánico lábil y S-orgánico resis-
tente) y es responsable de la conversión de fracciones
pasivas a otras muy activas, como los aminoácidos con
cisteína.

Como en el caso del nitrógeno, las combinaciones del
azufre en el humus, conducen a una estabilización.  Los

productos finales están en parte gobernados por las con-
diciones del medio:

� en aerobiosis el producto final es el sulfato, acompa-
ñado de nitratos, CO

2
, H

2
O, fosfatos, etc.

� en anaerobiosis, como ocurre en el caso de la putre-
facción de proteínas, se acumula H

2
S y productos de

mal olor como los mercaptanes: metilmercaptán (CH
3
-

SH), metil-etil-mercaptán (CH
3
-S-C

2
H

5
), tóxicos para los

vegetales, junto a aminas, amidas, NH
3
, fosfatos, sales

ferrosas, CO
2
, CH

4
, ácidos orgánicos, alcoholes.

Los aminoácidos son rápidamente degradados en sue-
los bien aereados, con liberación de sulfatos. Los micro-
organismos heterótrofos pueden también liberar sulfatos
de compuestos de estructura R-SH. La cisteína desulfhi-
drasa es responsable de la liberación de sulfuros a partir
de cistina:

HSCH
2
CHNH

2
COOH +  H

2
O         CH

3
COCOOH +  H

2
S +  NH

3

En el caso de la metionina puede aparecer sulfato luego
de su incorporación al suelo, o bien la degradación puede
ocurrir con formación de productos finales volátiles, metil-
mercaptán (CH

3
-SH) y dimetildisulfuro (CH

3
SSCH

3
), reali-

zado por bacterias y hongos.

Las sulfatasas (sulfohidrolasas) como la arilsulfatasa, son
enzimas que hidrolizan ésteres sulfúricos, con enlaces tipo
R-O-S:

R-O-SO
3

-  +  H
2
O               R-OH + SO

4
= + H+

La mineralización de compuestos azufrados y la libera-
ción de formas minerales, reducidas u oxidadas (mine-
ralización neta) depende, como en el caso del nitróge-
no, del contenido de S%, de la relación C/S y a veces de
la N/S.

La relación crítica C/S debajo de la cual el azufre excede
las necesidades de la microflora y se libera al medio, varía
como en el caso ya considerado del nitrógeno, con los ma-
teriales orgánicos que llegan al suelo, pero se puede esta-
blecer valores entre 100 a 150/1.  En general, las relacio-

 ➤

 ➤
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lar las plantas de uno de esos grupos se consideraban
como especies, independientemente de la ocurrencia
de la fijación de N

2
. Pero numerosos nódulos son in-

efectivos, no benefician el crecimiento de la legumino-
sa y se consideran incluso como parásitos, ya que la
planta provee energía para su desarrollo, sin recibir ni-
trógeno en cambio. La biodiversidad de cepas de rhizo-
bios es considerable, como lo demuestran los estudios
en árboles (Prosopis sp., Faidherlia albida, etc.).

� efectividad, (capacidad para fijar N
2
), la propiedad más

importante en una selección de cepas para preparar un
inoculante

� características morfológicas y culturales, crecimien-
to con distintas fuentes de carbono, producción de áci-
dos, resistencias a salinidad, acidez, antibióticos, etc.

� análisis del genoma bacteriano han demostrado ser
importantes herramientas en los estudios de evolución
y han renovado el interés  en estudios taxonómicos. La
composición de bases del ADN (citosina+guanina)%,
plásmidios, el análisis de las proteínas totales por elec-
troforesis, hibridación de ADN y ARN o ARN-ARN, el
polimorfismo de los fragmentos de restricción del ADN
(RFLP), la secuenciación del  ADN y otras aproximacio-
nes como  el análisis electrofóretico de enzimas y la
taxonomía numérica han demostrado su utilidad en es-
tudios de estas bacterias

� análisis de ARN 16s ribosomal, tanto la conservación
del ARN ribosomal como la existencia de variabilidad
en ciertos segmentos, hace que el estudio de la secuen-
cia de los genes del rARN, constituyen importantes he-
rramientas en la comparación de organismos y en el
establecimiento de relaciones filogenéticas

� análisis serológico, estos estudios han sido relativa-
mente poco utilizados para clasificar a los rhizobios de-
bido a la variedad de antígenos que poseen estos orga-
nismos.

� análisis de la homología de fragmentos de restric-

ción amplificados por la reacción de la polimerasa

(RFLP/PCR).  Estas técnicas son muy empleadas y sus
resultados acuerdan con la filogenia derivada de estu-
dios de enzimas multilocus (Martínez et al, 1996).

La taxonomía numérica ha permitido agrupar enorme
cantidad de caracteres bacterianos (morfológicos, meta-
bólicos, ecológicos, genéticos) determinando grados de
similitud entre aislamientos.

En el Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology
(2001) se encuentra la descripción de los géneros de la
familia Rhizobiaceae y el cuadro 7 incluye algunas de las
modificaciones  recientes.

Cuadro 7 - Clasificación de los rhizobios

Género Especies Hospedantes

Bradyrhizobium B. japonicum Glycine max
B. elkanii Glycine max
Bradhyrhizobium spp. Vigna, Macroptilium

Arachis, Acacia

Rhizobium R. leguminosarum
biovar viciae Vicia
biovar trifolii Trifolium
biovar phaseoli Phaseolus y

leguminosas templadas
R. lupini Lupinus
R. galegae Galega officinalis
R. etli Phaseolus vulgaris
R. tropici P. vulgaris y Leucaena

Azorhizobium A. caulinodans Sesbania rostrata
(aéreos)

Sinorhizobium S. meliloti Medicago, Melilotus,
Trigonella

S. fredii Glycine spp., Leucaena
leucocephala

S. saheli Sesbania cannabina,
S. rostrata

S. terangae Acacia, Sesbania

Mesorhizobium M. loti Lotus, Lupinus
M. huakuii Astragalus sinicus
M. ciceri Cicer arietinum
M. hainanensis Leguminosas de

regiones áridas
M. tianshanense Leguminosas de

regiones tropicales

Allorhizobium A. undicola Neptunia natans

Blastobacter B. denitrificans Aeschynomene
indica

Methylobacterium M. nodulans Crotalaria

Burkholderia B. sp Aspalathus

Ralstonia R. taiwanensis Mimosa
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nes críticas son altas y sólo excepcionalmente los vegeta-
les se ven perjudicados por la acción microbiana. En ese
caso resulta favorable fertilizar con compuestos con azufre.
Algunos microorganismos, sobre todo los anaerobios, que
no pueden emplear sulfatos, porque no son formados en
ambientes carentes de oxígeno, pueden asimilar formas
orgánicas del azufre, como los aminoácidos, proteínas.

Las condiciones que favorecen a la inmovilización son
las mismas que afectan a la mineralización, pero en sen-
tido inverso:

pH y temperatura bajas, humedades elevadas, restos ve-
getales con menos de 0,1-0,2% de S

La microflora activa en la mineralización es muy amplia,
una multiplicidad de especies de bacterias, hongos, pro-
tozoos, algas. Es la misma población que interviene en la
mineralización de restos vegetales y animales que llegan
al suelo y actúan en todas las condiciones compatibles
con la actividad biológica. Todos los factores que favore-
cen el crecimiento microbiano, favorecerán la liberación
de sulfatos:

� aumento de temperatura en el rango mesófilo, la libera-
ción de sulfatos es escasa debajo de 10ºC y se eleva
con la temperatura hasta 35ºC

� encalado en suelos ácidos, una mejor aireación y hu-
medades medias

� la desecación provoca liberación de sulfatos de la ma-
teria orgánica por vías no biológicas

En general, se piensa que el azufre se mineraliza al mis-
mo rango que el nitrógeno, es decir entre un 1 al 3% al
año en suelos de la zona templada

Sulfooxidación

Numerosos compuestos inorgánicos del azufre con es-
tado de oxidación menor que el sulfato (+6) pueden ser
oxidados biológicamente o químicamente hasta sulfato:
sulfuros (-2); Sº (O); tiosulfato S

2
O

3
=  (-2); sulfitos SO

3
=

(+ 4).

A diferencia de lo que ocurre en la nitrificación, en donde
sólo un grupo pequeño de microorganismos autótrofos
muy eficientes y una multiplicidad de heterótrofos poco
eficientes son los responsables de la formación de nitra-
tos, en la sulfooxidación intervienen:

1. organismos quimioautótrofos del género Thiobaci-

llus aerobios y anaerobios

2. bacterias quimiolitotrofas filamentosas y sobre todo
acuáticas de la familia Beggiatoaceae

3. bacterias fotosintéticas sulfurosas purpúreas y ver-

des de las familias Chromatiaceae y Chlorobiaceae

4. un amplio número de microorganismos quimiohe-

terótrofos variados

En el suelo son los thiobacilos y los organismos heteró-
trofos los que desempeñan un rol cuantitativamente más
importante, los otros dos grupos son sobre todo acuáticos
y las bacterias fotosintéticas requieren anaerobiosis y do-
sis altas de sulfuros.

1. Thiobacteriaceae: estas bacterias sulfooxidantes po-
seen la capacidad de obtener energía y poder reductor
para su biosíntesis celular de la oxidación de compues-
tos inorgánicos del azufre. La actividad metabólica de
las bacterias oxidantes del azufre y del hierro juega im-
portante rol en distintos campos de importancia econó-
mica como son la purificación de minerales con uranio,
cobre y otros metales, la corrosión de cañerías metáli-
cas, en la tecnología del petróleo, polución de aguas y
fertilidad de suelos.

Además de la habilidad para producir ácido sulfúrico, al-
gunos de sus integrantes son capaces de reducir nitratos
y otros óxidos del N hasta N

2
, limitando la provisión de

uno de los más importantes nutrientes nitrogenados. Mu-
cha atención han recibido las transformaciones realiza-
das por miembros del género Thiobacillus, pero aún res-
tan sin dilucidar mecanismos enzimáticos y la naturaleza
de muchos intermediarios en la oxidación (cuadro 2).

Los thiobacilos son bacterias Gram negativos, no es-
porulados, algunos móviles por flagelo polar, y deposi-
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extracto de levadura provee de fuentes de N-combi-
nado y factores de crecimiento.

� Minerales: algunos aniones y cationes son también re-
queridos para el desarrollo  bacteriano, como K+, Mg++,
PO4-3, SO4=, Cl-, además de trazas de Co++, Ca++ (rela-
cionado con la estructura de la pared).

Medios de cultivo: según la finalidad que se persiga, se
emplean los:

� complejos, son los más comúnmente usados, sobre
todo en la preparación de inoculantes: medio-79 o EMA
(extracto de levadura-manitol-agar)

� definidos, en los cuales el extracto de levadura es reem-
plazado por compuestos nitrogenados inorgánicos, ami-
noácidos y cofactores, se emplean para determinar los
requerimientos nutritivos, los productos del catabolismo,
las vías metabólicas y la identificación de mutantes.

A partir de suelo (sin leguminosas) (Anexo práctico)

* sembrar la leguminosa específica en el suelo en cues-
tión (campo, maceta, tubos) y esperar la aparición de
nódulos, para proceder como anteriormente

* inocular muestras del suelo en estudio en suspensión
con agua en tubos y/o macetas con soporte inerte (are-
na/vermiculita, agar, etc.) con plántulas creciendo asép-
ticamente (semillas desinfectadas previamente). El
medio es para plantas: agua y sales, sin  carbono (foto-
síntesis) ni nitrógeno (fijación de N

2
), ambos elementos

son tomados del aire.

Identificación de rhizobios y taxonomía

Rhizobio es un habitante normal del suelo, aunque puede
presentarse muchas veces en baja densidad. Es capaz de
sobrevivir, compitiendo efectivamente con el resto de la po-
blación y haciendo uso eficiente de los nutrientes disponi-
bles. La vida saprofítica de esta bacteria es tema de interés,
incluso en cultivos que son año a año inoculados con altas
dosis de rhizobios específicos, como ocurre en casi 100%
del área sembrada de soja en Argentina, Uruguay y Brasil.

La carencia de técnicas específicas y confiables limitó
bastante este estudio: en el suelo el rhizobio no se distin-
gue del resto de la población bacteriana, no fija N

2
 o lo

hace a niveles muy bajos, no posee requerimientos nutri-
tivos específicos, ni morfología característica.

Las técnicas más empleadas en el reconocimiento y se-
guimiento de esta bacteria en ambientes naturales son:
recuentos, serología, empleo de mutantes resistentes a
antibióticos, sondas de ADN específicas  y aquellas que
analizan la composición del ADN o ARN (Anexo práctico).
En general, la forma más directa para identificar una cepa
de rhizobio es inducir la formación de nódulos, reaislán-
dolo a partir de los mismos.  El cuadro 6 presenta alguno
de los criterios empleados en la taxonomía de rhizobio.

Cuadro 6- Caracterización fenotípica y filogenética
de rhizobio

Caracteres fenotípicos

  * Rango de leguminosas hospederas (infectividad,
efectividad)

  * Rango de sustratos empleados como fuentes de
energía (azúcares, alcoholes, hidratos de C com-
plejos)

  * Rango de sustratos empleados como fuente de N
(aminoácidos, urea, nitratos)

  * Resistencia a antibióticos
  * Movilidad electroforética de distintas enzimas
  * Tolerancia a situaciones de estrés (salinidad, tem-

peratura, pH)

Caracteres filogenéticos

  * Modelos de bandeo de fragmentos de restricción del
ADN (RFLPs)

  * Grado de hibridización con sondas específicas del
ADN

  * Análisis de secuencias del fragmento 16S del rARN

Resumiremos algunos de los caracteres taxonómicos
empleados:

� inefectividad: capacidad de nodular: especies de legu-
minosas mutuamente susceptibles de nodular con un
tipo particular de rhizobio, constituyeron un grupo de
“inoculación cruzada”. Las cepas capaces de nodu-
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tan azufre elemental (Sº) fuera de la célula. El género
comprende 9 especies, de las cuales 5 son bien cono-
cidas:

� 4 son autótrofas: T. thiooxidans, T. thioparus, T. denitrifi-

cans y T. ferroxidans

� el T. novellus es autótrofo facultativo, que puede oxi-
dar compuestos orgánicos e inorgánicos con azufre.

Cuadro 2- Transformaciones de compuestos
reducidos del azufre

∆(kcal/mol)

1. H
2
S + 2 0

2
               H

2
SO

4
- 160

2. S0 + 1,5 O
2
 + 2H+             H

2
SO

4
- 118

3. S
2
O

3
= + O

2
 +  H

2
O                2SO

4 
= + 2H+ - 211

4. 5S
2
O

3
= + 8NO

3
- + H

2
O              10SO

4
= + 4N

2
 + 2H+ - 893

5. SO
3

= + 0,5 O
2
           SO

4
= - 60

6. (R-S-S-R´+HS
-
+H

2
S) +3H

2
O+ 3NAD(P)           SO

3
= +

                                                       3NAD(P)H +5H+ + 186

7. SO
3

= + H
2
O + NAD(P)          SO

4
= + NAD(P) + H+ + 34

T. thiooxidans y T. novellus pueden realizar la reacción 3),
T. thiooxidans, la 2). T. denitrificans obtiene energía de la
reacción 4) utilizando también en anaerobiosis el Sº como
donador de electrones. En aerobiosis (es anaerobio fa-
cultativo) puede oxidar según las ecuaciones 2) y 3).

T. ferroxidans puede realizar las reacciones 2) y 3) pero
puede desarrollarse empleando la energía de la oxida-
ción de sales ferrosas, en lugar de las formas reducidas
del azufre:

12 FeSO
4
 + 3O

2
 + 6 H

2
O            Fe (SO4)

3
 +  4 Fe(OH)

3

Todos los thiobacilos, con excepción del T. novellus, em-
plean CO

2
 como fuente de carbono y sales amoniacales

como fuente de N, incluso el T. denitrificans que no es
capaz de asimilar nitratos.

El pH óptimo de las especies varía:

� para T. thiooxidans y T. ferroxidans en la vecindad de
pH 2,0 a 3,5

� para el resto predominan las preferencias en la neutra-
lidad o ligeramente alcalino. Salvo el T. denitrificans son
aerobios obligados

Se han propuesto diferentes esquemas metabólicos en la
oxidación de compuestos con azufre. Algunos autores
suponen pasajes por politionatos:

Sº          S
2
O

3
=            S

4
O

6
=                S

3
O

6
=            SO

3
=           SO

4
=

           tiosulfato    tetrationato  tritionato        sulfito          sulfato

 El rápido crecimiento de estos organismos, 2 horas de
tiempo de generación cuando crecen a expensas de tio-
sulfato, y la relativa versatilidad del grupo, los hacen muy
útiles para estudios fisiológicos asociados a modos qui-
mioautótrofos de vida.

La autotrofia obligada, más extendida entre los nitrifi-
cantes, es una propiedad variable entre los oxidantes del
azufre y está completamente ausente entre las bacterias
del hidrógeno. Muchos estudios se realizan para tratar de
explicar esta característica distribuida al azar entre los
principales grupos de procariotas:

� la incapacidad de estos organismos de emplear fuentes
orgánicas exógenas puede deberse a la ausencia de
permeasas específicas que incorporen a las molécu-
las orgánicas. Pero esta teoría ha sido cuestionada pues
se observó que muchos thiobacilos pueden incorporar
el C14-acetato cuando metabolizan sulfuros, aunque esta
fuente contribuye con muy poco del carbono reciente-
mente sintetizado

� la explicación más aceptada se basa en la ausencia de
un ciclo de ácidos tricarboxílicos funcional por  falta
de la enzima ααααα-cetoglutarato deshidrogenasa y a ni-
veles muy bajos de succínico y málico deshidrogena-
sas. Al no poder mediatizar la oxidación de la acetil-
CoA, el ciclo funciona como dos metabolismos separa-
dos puramente biosintéticos.

 ➤
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Los rhizobios sufren cambios morfológicos, fisiológicos y
bioquímicos en las células del nódulo dando lugar a célu-
las pleomórficas, de formas muy irregulares, en X, Y, o de
clava, denominadas bacteroides, que carecen de flage-
los y no se dividen (figura 7). Estas formas retoman su
morfología y propiedades clásicas (bacilos, no fijadores
de N

2
), al sembrarse en medio de cultivo.

Se presentan en grupos aislados, encerrados en envol-
turas membranosas originadas por la planta.  Para algu-
nos autores estos cambios constituyen otro ejemplo de
ciclo celular, que como el que incluye la formación de
endosporas bacterianas, originan dentro de un mismo
organismo estructuras con propiedades diferentes a las
de las células que las originaron. Un conjunto de cam-
bios conducen en medios de cultivo a las formas vege-
tativas clásicas.

Los rhizobios son organismos aeróbicos, los cuales, sin
embargo, son capaces de crecer a una tensión de oxíge-
no menor de 0,001 atmósfera. No presentan ningún me-
canismo de protección de la nitrogenasa frente al O

2
.

En base a sus propiedades culturales los rhizobios se di-
ferencian en dos grupos, que dieron lugar a dos géneros:

� de crecimiento rápido (CR), con tiempo de genera-
ción entre 3 y 4,5 horas, acidifican el medio y liberan
abundante cantidad de polisacáridos, género Rhizobium

(R.loti, R. leguminosarum)

� de crecimiento lento (CL), con tiempos de generación
que oscilan entre 6 y 8 horas, producen menos polisa-
cáridos y alcalinizan el medio: género Bradyrhizobium:

B. japonicum, B. spp.

El concepto de “productores de ácidos” o “producto-

res de álcalis” depende de la composición del medio, de
la presencia de distintos hidratos de carbono y compues-
tos nitrogenados orgánicos y no se toma como carácter
taxonómico exclusivo.

El aspecto de las colonias depende del medio de cultivo y
de la especie. En medio de extracto de levadura-manitol-
agar (EMA), las cepas de crecimiento rápido originan co-
lonias de 1 a 5 mm luego de 3 a 5 días de incubación,

mientras que las de crecimiento lento no exceden, dentro
de un período de 10 días, un diámetro de 1 mm. Su forma
varía desde plana a convexa, su color puede ser blanco
opaco, poco gomosa, a blanco lechosa, translúcidas, con
abundante cantidad de polisacáridos.

Aislamiento y medios de cultivo

Los rhizobios son organismos heterótrofos exigentes que
se desarrollan en medios ricos, con vitaminas y aminoáci-
dos, aunque existen gran variedad de cepas que difieren
en sus requerimientos nutricionales.

A partir de nódulos
Como no presentan mecanismos de protección de la ni-
trogenasa en vida libre, debe aislarse por siembra de con-
tenido nodular en medios ricos, como el EMA (extracto de
levadura-manitol-agar), con agua, sales, manitol como
fuente de carbono y energía, extracto de levadura, como
fuente de nitrógeno y de factores de crecimiento.

� Fuentes de carbono: los rhizobios de crecimiento rápi-
do utilizan una mayor variedad de fuentes carbonadas,
siendo la sacarosa y el manitol los sustratos de prefe-
rencia. El glicerol y las pentosas (L-arabinosa, xilosa,
ribosa) son preferidas por los rhizobios de crecimiento
lento. El catabolismo de la glucosa, fructosa, sacarosa,
manosa, gluconato y arabinosa fue estudiado en dife-
rentes especies demostrándose en extractos acelula-
res la presencia de enzimas de las vías de
Entner-Doudoroff (ED), de pentosa-fosfato (PF) y del
ciclo de los ácidos tricarboxílicos (CAT) en especies CR

y de enzimas de la vía ED y CAT en especies CL.

� Fuentes de nitrógeno: no son específicas; el nitrato y
el amonio pueden ser empleados por la mayoría de las
cepas, pero a menudo se obtienen mejores crecimien-
tos con aminoácidos como glutamato y asparato. En
los medios de cultivo se usa el extracto de levadura.

� Fuentes de factores de crecimiento: muchas espe-
cies de rhizobio son estimuladas por factores de creci-
miento como biotina, tiamina, riboflavina o pantotenato
de calcio. El requerimiento es variable y algunas espe-
cies y cepas se desarrollan mejor sin su agregado. El
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� los electrones en los organismos quimioautótrofos con
excepción de las bacterias del hidrógeno, entran en la
CTE por los citocromos con la intervención de piridín
nucleótidos. La oxidación de la mayoría de los com-
puestos orgánicos es vía NADH, que podría estar im-
pedida en estos organismos.   La  cadena   transporta-
dora  de  electrones de los microorganismos autótro-
fos es poco conocida.

2. Las bacterias filamentosas deslizantes del grupo
Beggiatoa-Thiotrix son características de medios ambien-
tes acuáticos ricos en sulfuros o suelos hidromórficos.
Contienen frecuentemente inclusiones de azufre en sus
células que pueden oxidar a sulfato.

3. Las bacterias fotosintéticas sulfurosas purpúreas de
la familia Chromotiaceae y las sulfurosas verdes de la fa-
milia Chlorobiaceae emplean sulfuros y acumulan Sº en
las células que puede ser luego oxidado a sulfatos. Domi-
nan en barros y en anaerobiosis donde se acumulan sul-
furos (capítulo 3).

4. Microorganismos heterótrofos: numerosas especies
de bacterias aerobias, hongos y levaduras pueden oxi-
dar formas reducidas de azufre, aunque la energía libe-
rada sólo representa una pequeña porción de la que la
célula necesita. Numerosos hongos pueden liberar sul-
fatos de moléculas orgánicas como proteína-tiourea, con
rendimiento energético menor que los thiobacilos. Se
discute el rol de los microorganismos heterótrofos en la
oxidación de compuestos azufrados pues si bien su ren-
dimiento es bajo, éste puede ser compensado por su
alta densidad en algunos ambientes.

Ecología de la sulfooxidación

� En suelos inundados son las bacterias fotosintéticas y
las Beggiatoaceae los principales organismos en la oxi-
dación del azufre

� En aireación estos grupos no son los dominantes y los
thiobacilos y los organismos heterótrofos son los res-
ponsables del proceso.

� La humedad debe favorecer los intercambios gaseosos
ya que la microflora es aerobia, excepto el T. denitrificans

que debe encontrar alto nivel de nitratos y anaerobiosis
para reducir sulfuros y otros compuestos reducidos.

� El encalado de suelos ácidos favorece la acción de la
población sulfooxidante. En general el pH no desciende
demasiado en los suelos pues la vegetación se encar-
ga de asimilar los sulfatos a medida que éstos se van
produciendo. Existen situaciones en las cuales la acu-
mulación puede ser importante y entonces el pH puede
descender algunas unidades con el consiguiente incon-
veniente en el desarrollo vegetal.

El suelo puede recibir grandes cantidades de azufre en

polvo cuando se desea corregir suelos alcalinos o en la
lucha contra actinomicetes patógenos de papa o batata,
como el Streptomyces scabies. En ambos casos la activi-
dad de los thiobacilos asegura rápida formación de ácido
sulfúrico que baja el pH a niveles no soportados por estas
especies.

Ciertos ambientes anegados, ricos en materia orgánica y
sulfuros de pirita (FeS

2
), cuando son drenados y expues-

tos al aire liberan sulfatos, el pH cae debajo de 4,0 y los
vegetales pueden perjudicarse.

3FeS
2
 + 11O

2
 + 2H

2
O                    3Fe+++ + 4H+  + 6SO

4
=

La aplicación de inoculantes granulados con azufre ele-

mental y fosfato de roca inoculado con thiobacilos

permiten aportar a las pasturas sulfatos y fosfatos más
rápidamente en el trópico húmedo que en regiones tem-
pladas y áridas. El ácido sulfúrico formado ayuda en la
solubilización de:

� fosfatos tricálcicos, llevándolos a fosfato di y monocálci-
co, asimilables por las plantas

� compuestos de manganeso (a partir de Mn+4), K, Ca, Al,
Mg. Se requiere humedad (lluvias) y es más efectivo en
suelos ácidos. Estos inoculantes son usados cuando
fertilizantes como el superfosfato no están disponibles
y se cuentan con depósitos de fosfato de roca.

 ➤
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Bacterias anaerobias facultativas
Con nitrógeno combinado, este grupo puede crecer con o sin
O

2
, pero sólo pueden fijar N

2
 anaeróbicamente, por lo que

resultó difícil establecer su contribución en suelos y aguas. El
grupo comprende bacterias pertenecientes a las Enterobac-

teriaceae y al género Bacillus. Entre las primeras ha sido muy
estudiada Klebsiella pneumoniae, conocida antes como Ae-

robacter aerogenes, en la cual se han realizado experiencias
de transferencia de genes fijadores. Pertenece a las bacte-
rias “coliformes” por su parecido a Escherichia coli, habitante
del intestino del hombre y animales.

Bacillus polymyxa, Bacillus macerans y Bacillus pas-

teurianum son especies muy conocidas entre los dia-
zotrofos. Son bacilos Gram positivos, esporulados,
aerobios, que fijan en microaerofilia, de la familia Baci-

llaceae, cuyos representantes anaerobios fijadores
pertenecen al género Clostridium. Las bacterias pro-
piónicas citadas en el cuadro 4, se encuentran en le-
ches fermentadas y han sido descriptas como fijado-
res de N

2
 en anaerobiosis.

Bacterias anaerobias
Clostridium pasteurianum fue el primer diazotrofo descri-
to por Winogradsky en 1893. Otras especies de este gé-
nero pueden también fijar nitrógeno y son habitantes de
suelos, abonos en fermentación, rumen, compost. Una
pasteurización previa de la muestra de suelo y otros ma-
teriales (10' a 80ºC) facilita el aislamiento al eliminar las
formas no esporuladas. No pueden emplear el O

2
 bajo

ninguna circunstancia.

Otros diazotrofos anaerobios son bacterias sulfatorre-

ductoras, que usan sulfatos como aceptores de electro-
nes finales en la respiración anaerobia. Frecuentemente
se libera ácido sulfhídrico (H

2
S), volátil, de olor desagra-

dable. Los géneros conocidos son Desulfovibrio y Desul-

fotomaculum. Entre los primeros, varias especies pueden
fijar N

2
; algunas tienen importancia en el mar, fijando N

2

en sedimentos. El segundo género posee menos repre-
sentantes diazotrofos.

Las bacterias productoras de metano son anaerobias
estrictas y son abundantes en ambientes en fermentación
y en el fondo de estanques. La cepa en la que se detectó
fijación, resultó ser una población mixta.

Rhizobios
Son bacilos Gram negativos, de 0,5 a 0,9  micras por 1,2
a 3,0 micras, aislados o de a pares, generalmente móvi-
les cuando jóvenes por flagelos peritricos, polares o subpo-
lares. No forman endosporas, pero sus células contienen
gránulos de ácido poli- β- hidroxibutírico (PHB) que se
tiñen de negro con negro Sudán y aparecen refráctiles al
microscopio de fase (figura 7,arriba)(Duhoux y Nicole,
2004).

Algunas cepas poseen gránulos metacromáticos de poli-
fosfatos.

La mayoría de las cepas producen abundantes polisacá-
ridos extracelulares mucilaginosos, de composición va-
riable según la cepa y el medio de cultivo, que los prote-
gen de la sequedad. Algunas cepas desarrollan estructu-
ras similares a cápsulas al envejecer, que representarían
acumulación extracelular de antígeno de pared.

Figura 7- Arriba: Célula de rhizobio mostrando los
exopolisacáridos que rodean  a la célula e internamente

gránulos de ácido poli β-OH-butírico, material carbonado de
reserva. Abajo: Bacteroides en tejido central de nódulos de

leguminosas incluidos en su membrana peribacteroide
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El cuadro 3 resume algunas de las funciones benéfi-
cas de este grupo bacteriano y el cuadro 4 señala al-
gunas de las contraindicaciones de la actividad sulfo-
oxidante.

Cuadro 3- Bacterias oxidantes del azufre en la
naturaleza

� Ayuda a la extracción de cobre, uranio, etc. por lava-
do ácido de  residuos de minas

� Modificación pH del suelo
� Detoxificación rizosférica con H

2
S, que lo oxidan a

sulfato
� Remoción de  sulfuros, tiosulfato y tiocianato de re-

siduos fotográficos
� Fertilización con inoculantes como el Biosuper-

fosfato: S0 + fosfato de roca + thiobacilos

Cuadro 4- Problemas asociados  a la actividad de
organismos sulfooxidantes

� Acidificación de residuos de minas de extracción de
minerales

* por procesos químicos como biológicos
* oxidantes tanto del S como del Fe++

* se producen 12 moles H
2
SO

4
  por 3 moles SFe

  oxidado
� Corrosión de acero y concreto

* acidificación de suelos con sulfatos
* lluvias ácidas
* oxidación del azufre favorece  la  solubiliza
   ción de metales pesados

La sulfooxidación tiene consecuencias nefastas en la co-

rrosión aerobia de diversos materiales, como cemen-
to, piedra y metales por la intervención de un conjunto
de especies que llevan la oxidación hasta la formación
de ácido sulfúrico. Estos materiales se disuelven literal-
mente con el consiguiente deterioro en monumentos, edi-
ficios, etc. Los sulfuros provienen del suelo o de la polu-
ción atmosférica.

Sulfatorreducción

La reducción asimilativa de sulfatos es similar a la de
los nitratos y es realizada en la biomasa microbiana.

La reducción desasimilativa la realizan las bacterias
sulfatorreductoras, que oxidan compuestos orgánicos e
H

2
 y emplean a los sulfatos como aceptores de electro-

nes en la cadena transportadora anaerobia. Su rol en el
ciclo del azufre es similar al de las bacterias desnitrifican-
tes, con la diferencia que éstas son estrictamente anaero-
bias y aquéllas, anaerobias facultativas. Esta actividad
(cuadro 5) es muy evidente en zonas de barros, en el fon-
do de estanques y lagos y a lo largo de la costa del mar.
Signos de este proceso son:

� fuerte olor a sulfhídrico

� manchas negras de los barros y suelos donde ocurre a
causa de la precipitación del SFe

Cuadro 5- Reducción de los sulfatos

Asimilativa

� Se produce H
2
S, pero se convierte  rápida-

mente en S-aa
� Ocurre en aerobiosis y anaerobiosis y es

realizado por amplio rango de organismos
� Esencial en el crecimiento microbiano y ve-

getal donde los SO
4
=  son asimilados

Desasimilativa

� Se produce H
2
S y se excreta

� Ocurre anaeróbicamente en respiraciones
� Limitada a pocos organismos que  incluyen

Desulfovibrio, Desulfotomaculum

� Acoplada a la oxidación de acetato, etanol
o hidrógeno

En ciertas zonas donde la acumulación de materia orgá-
nica es importante y el nivel de sulfatos en aguas freáti-
cas es muy alto, la sulfatorreducción puede convertir en
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ta longitud de onda empleados para desplazarse en su-
perficies sólidas o un flagelo polar, para nadar.

Depósitos de PHB pueden deformar las células. Se desa-
rrollan tanto en condiciones aeróbicas como anaeróbicas
(con aporte de nitratos y una fuente de C orgánico). Son
preferencialmente  microaerofílicos en presencia o au-
sencia de N-combinado en el medio.

No poseen ningún mecanismo de protección

de la nitrogenasa frente al oxígeno

El crecimiento es rápido con amonio y O
2
 y más lento con

N
2
 (5-7 horas de tiempo de generación).  Sin N combina-

do el desarrollo es rápido en medio semisólido, forman-
do una densa película debajo de la superficie, donde en-
cuentran la tensión de O

2
 apropiada. A medida que la de-

manda de O
2
 se incrementa la película se desplaza hacia

la superficie. Esta sensibilidad al O
2
 hizo que por mucho

tiempo no fueran descriptos como activos fijadores.

En medio con malato y extracto de levadura o cloruro de
amonio, desarrollan colonias blancas o rosadas, peque-
ñas y secas, elevadas, circulares o irregulares.

Se han descripto 5 especies: A. brasilense, A. lipoferum,

A. amanzonense, A. halopreferans y A. irakens y su nú-
mero se incrementa (Gillis y Reinhold-Hurek, 1994).

Algunos  azospirilos son desnitrificantes, reduciendo los
nitratos a nitritos (nr+) y hasta productos gaseosos, N

2
 y

N
2
O (nir+ y nir-) (Döbereiner, Pedrosa, 1987). En cereales

de clima templado parecen predominar cepas nir—, indi-
cando ventajas evolutivas que favorecen a la planta, eli-
minando una causa de pérdida del nitrógeno fijado.

Estos organismos son considerados responsables de la
estimulación del crecimiento en importantes cultivos y
pasturas naturales (capítulo 15)(Okon, 1994). La figura 6
muestra la morfología típica de estos organismos (Gon-
zalez-Lopez, Lluch-Plá, 1992).

Acetobacter
Acetobacter diazotrophicus una nueva bacteria Gram ne-
gativa fijadora de N

2
 fue aislada en caña de azúcar en

medio semisólido, sin N combinado, empleado para de-

tectar Azospirillum. Las bacterias se ubican en el gradien-
te de oxígeno creado entre la superficie y el fondo del
tubo en el nivel adecuado para su metabolismo aerobio y
para la protección de la nitrogenasa.

Esta bacteria es capaz de crecer y fijar N
2
 en pH ácido y

en presencia de altas concentraciones de azúcar: gluco-
sa y sacarosa pero no de gluconato. No posee nitrato re-
ductasa y puede fijar N

2
 incluso con niveles de 10mM de

nitrato. Aislada de caña de azúcar, en Brasil, fue luego
encontrada en otros países a partir de tallos, hojas, raíces
y en la savia del xilema de diferentes cultivos (sorgo, ba-
tata dulce). Su crecimiento óptimo a pH 5,5 y 10% de azú-
car, condiciones prevalentes en el caldo de caña, eviden-
cia su adaptación a la planta. Recuentos de 103-105

bacterias.g-1 han sido informados en la rizosfera  de caña
de azúcar  Como no ha sido aislada del suelo, se piensa
en una bacteria endofítica, de gran interés ya que el nitró-
geno sería fijado dentro de la planta. Se ha determinado
de que A. diazotrophicus produce ácido indol-acético, pro-
motor del crecimiento vegetal y puede excretar amonio,
hasta un 40% del fijado, lo que explicaría los altos niveles
de fijación en caña de azúcar.

 Figura  6-  Morfología de Azospirillum brasilense
A) en medio con malato a las 48h, clara morfología encurvada y

ausencia de corpúsculos de inclusión (x 8.000). B)
microfotografía de la anterior (x 25.000).C) 48h en medio con

fructosa, con mayor pleomorfismo y gránulos de  PHB (x 45.000)
y D) a los 7 días en el mismo medio, típica forma C, con

cubiertas multilaminares (x 50.000)
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inhóspita la región para la vegetación a causa de la toxici-
dad del H

2
S.  La rizosfera de muchos cultivos puede fa-

vorecer el proceso por la exudación de materiales carbo-
nados. Estos cultivos no se desarrollan normalmente en
suelos salinos, con alto nivel de sulfatos, anegados y donde
la temperatura es alta, y los pH neutros. El proceso es
retardado por aireación o el agregado de nitratos, sales
férricas o mangánicas, que permiten elevar el potencial
de óxido-reducción.

La microflora responsable está confinada a dos grupos
de anaerobios estrictos: formadores de esporas del géne-
ro Desulfotomaculum y asporógenas del género Desulfo-

vibrio.  Son típicos habitantes de sedimentos anaerobios
con materia orgánica y sulfatos, resultando en una masi-
va generación del gas H

2
S. Esta actividad permite, tam-

bién en anaerobiosis, la actividad de las bacterias fotosin-
téticas sulfurosas (púrpuras o verdes) que emplean el H

2
S

como donador de electrones en la fotosíntesis, reoxidán-
dolo en anaerobiosis y a la luz, constituyendo un verda-
dero ciclo.

Los sulfatorreductores del género Desulfovibrio son Gram
negativos, asporógenos, bacilos curvados o vibrioides, con
flagelos polares. No pueden emplear el acetato, que se
acumula como producto final en la oxidación de sustratos
orgánicos. Emplean malato y lactato, obtenienen energía
por fosforilación a nivel del sustrato con participación de
la acetil Co-A. En ausencia de sulfatos, algunos de estos
microorganismos pueden fermentar piruvato, malato o fu-
marato.

Las especies más conocidas son D. desulfuricans; D. vul-

garis; D. africans y algunos pueden emplear además de los
donadores de electrones orgánicos, el H

2
, aunque son in-

capaces de crecer en medio estrictamente mineral con CO
2

y requieren adición de acetato. La ecuación general es:

2 CH
3
CHOH-COOH +  SO

4
=            2 CH

3
COOH +  2CO

2
 +  S= + 2H

2
O

4 H
2
 +  SO

4
=                                   4 H

2
O + S=

Los compuestos menos oxidados que los sulfatos (sulfi-
tos, politionatos, tiosulfatos, Sº) son reducidos más fácil-
mente que los sulfatos, ya sea en la vía asimilativa o en la
desasimilativa.

Mecanismo enzimático

La reducción de SO
4
= a S= implica la transferencia de 4

pares de electrones y en la vía desasimilativa se recono-
cen tres enzimas:

ATP sulfurilasa     SO
4
= +  ATP   APS +  P-P

pirofosforilasa       P-P +  H
2
O   2P

APS reductasa      APS +  2e-   AMP +  SO
3
=

La conversión es similar a la oxidación de SO
3

= a SO
4

=

por thiobacilos y bacterias sulfurosas purpúreas, con el
APS intermediario, mientras que la vía asimilativa em-
plea adenilsulfato.  La reducción del SO

3
= a S= ha sido

establecida recientemente con la identificación de una
sulfito reductasa:

3 SO
3
= +  2e-                 S

3
O

6
=

Otras dos enzimas (tritionato y tiosulfato reductasas) re-
ducen tritionito a S= con producción de sulfito:

S
3
O

6
= +  2e- S

2
O

3
= +  SO

3
=

S
2
O

3
= +  2e- S= + SO

3
=

Los esporulados del género Desulfotomaculum realizan
los mismos metabolismos, difiriendo solamente en la com-
posición química de la sulfito reductasa. La vía que con-
duce a la asimilación de los sulfatos es más sencilla y no
se acumulan intermediarios entre sulfito y sulfuro. La sín-
tesis de ATP en la sulfatorreducción desasimilativa se for-
ma en una cadena transportadora de electrones de la cual
se conocen varios componentes: citocromo c3, citocromo
del tipo b, quinonas, una flavoproteína, la ferrodoxina.

Ecología del proceso

Las condiciones que deben reunirse para que el proceso
ocurra son similares a las de la desnitrificación:

� alto tenor en sulfato

� donadores de electrones orgánicos
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jerinckia y Derxia, limita seriamente la movilidad de los
cultivos y vuelve a los medios líquidos muy viscosos.

Entre los azotobacter, es el grupo de los chroococcum-
beijerincki y vinelandii, el que produce abundante muscí-
lago, mientras que el grupo de los agilis e insignis, habi-
tantes sobre todo de aguas, no los forman. Representa-
rían productos celulares de desecho, o bien materiales de
reserva en C y energía, y les permitiría protegerse frente
a la fagocitosis por protozoos. La nitrogenasa es además
protegida del efecto inhibidor del O

2
.

Los pigmentos son otra característica de esta familia y su
producción, color y solubilidad tienen carácter taxonómi-
co. En A. chroococcum es característico el pigmento ma-
rrón oscuro (melaninas) producido en cultivos viejos por
oxidación de la tirosina.

Compuestos empleados en el metabolismo
Muchos compuestos carbonados se emplean por este gru-
po: azúcares, polisacáridos, alcoholes primarios y secun-
darios, polialcoholes, ácidos orgánicos, compuestos aro-
máticos (ácido benzoico y fenoles), como fuente de car-
bono, donadores de electrones y de energía para el creci-
miento y la fijación del N

2
. La vía principal de degradación

de los azúcares es la de Enter-Doudoroff y los principales
productos formados son piruvato y gliceraldehido- 3- fos-
fato. Las reservas intracelulares de lípidos (PHB) ejercen
también efecto en la fijación, demostrado por la moviliza-
ción de esta reserva en cultivos en fase estacionaria, con
escasa cantidad de glucosa.

La exigencia de un alto nivel de  materiales carbonados
sería uno de los principales factores limitantes del desa-
rrollo de estos diazotrofos en suelos agrícolas

Mecanismos de protección de la nitrogenasa
Los integrantes de esta familia presentan numerosos
mecanismos de protección de la nitrogenasa que le per-
miten fijar N

2
 en aerobiosis:

� Activa respiración: remueve el oxígeno de las vecin-
dades de la nitrogenasa. La tasa de respiración pue-
de incrementarse de 10 a 50 veces y A. chroococcum

consume muchos hidratos de carbono en la fijación
del N

2
 (eficiencia baja, de 10-15 mg N

2
 fijado/g azú-

car). Para obtener activa respiración, los organismos
deben producir grandes cantidades de poder reduc-
tor, particularmente NADH, que debe ser oxidado vía
sistema citocromo. Se evita la producción de gran can-
tidad de ATP, en exceso frente a los requerimientos
celulares, porque utiliza una respiración de baja efi-

ciencia, produciendo aproximadamente 1/3 del ATP
por unidad de sustrato.

� Protección conformacional: la nitrogenasa se asocia
en las células a otras proteínas en caso de intensa oxi-
genación, protegiendo sus sitios activos. En este esta-
do la enzima no funciona (estado inactivo), pero una
vez que se restablecen las condiciones de oxigenación
apropiadas, la fijación se renueva rápidamente.

� Otros mecanismos: la producción de polisacáridos ex-
tracelulares ofrecería una barrera física a la difusión del
O

2
, el gran tamaño de las células puede contribuir a que

la relación entre superficie y contenido celular sea baja,
impidiendo activa difusión del O

2
, la presencia de mem-

branas intracelulares ha sido descripta como otra efi-
ciente forma de protección de la nitrogenasa. Los azo-
tobacter presentan sistemas membranosos altamente
contorneados.

Otros organismos fijadores de N
2
 aerobios incluyen

especies con poca significancia en los suelos, las cuales
por no poseer mecanismo de protección de la nitrogena-
sa eficientes, sólo fijan en microaerofilia. Mycobacterium

flavum y otras micobacterias han sido descriptas como
fijadoras de nitrógeno. Como ya citamos, pertenece a esta
categoría el quimioautótrofo Thiobacilus ferrooxidans y
algunas bacterias oxidantes del metano.

Microaerofílicos

Azospirillaceae
Constituye un importante grupo de organismos aerobios
que se comportan como microaerofílicos cuando fijan N

2
.

Fueron descriptos por Beijerinck desde 1922, pero reci-
bieron poca atención hasta 1976 cuando Döbereiner y Day
los aislaron de raíces de pasturas tropicales, en Brasil.
Azospirillum es Gram negativo, con forma de vibrio o es-
pirilo, de 1 µm de diámetro, con flagelos peritricos de cor-
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� anaerobiosis que se logran en suelos sometidos a hi-
dromorfismo muy reductor, en suelos salinos con alto
nivel en sulfatos y en la rizosfera.

Se aprecia el precipitado negro característico del sul-
furo ferroso. El proceso es de consecuencias desfavo-
rables para las plantas pues consume sulfatos, uno de
los principales nutrientes y además el H

2
S es tóxico

para la mayoría de las especies. La precipitación como
SFe elimina esta toxicidad. El suelo se alcaliniza local-
mente, los sulfuros dan origen a bases que forman car-
bonatos o bicarbonatos de sodio. En aguas, se favore-
ce la eliminación de sulfatos, depurando los cauces de
agua.

La figura 3 presenta resultados en suelo no rizosférico
salino y en la rizosfera de plántulas de maíz creciendo
en el mismo suelo (Dommergues, Mangenot, 1970). Se
observa el efecto positivo en la interacción de un fac-
tor biológico: presencia o ausencia de raíces y facto-
res físicos del suelo: saturación y compactación. Los
donadores de electrones y las condiciones de anaero-
biosis se reunieron en el suelo rizosférico, naturalmen-
te salino.

Figura 3-  Sulfatorreducción en la rizosfera de maíz en suelo
salino

Este proceso es responsable también de la corrosión
anaerobia de metales. Los desulfovibrios actuarían como
agentes de despolarización, al consumir el H en las zo-
nas catódicas de los metales, facilitando la reducción de
los sulfatos a sulfuros (cuadro 6).

Cuadro 6- Importancia económica de la sulfatorreducción

� En océanos, lagos y ambientes inundados, el O del
sulfato excede al O

2
 libre y es crítico para la degra-

dación de la MO. En el océano, el 50% de la degra-
dación de los restos orgánicos ocurre por la sulfa-
to- reducción. Depuración de aguas

� La corrosión anaeróbica de cañerías de hierro en-
terradas representa importantes pérdidas

� Aguas ennegrecidas por acumulación de sulfuro
ferroso, consecuencia de la actividad sulfatorre-
ductora

� Asociaciones entre bacterias sulfato reductoras  y
fotosintéticas pueden resultar en importantes de-
pósitos de azufre

Volatilización de compuestos azufrados

La carencia de métodos sensibles apropiados para la de-
terminación de las distintas formas: H

2
S; SO

2
; metanotiol

(CH
3
SSCH

3
), etanotiol (CH

3
CH

2
SH), disulfuro de carbono

(CS
2
), carbonil sulfuro (COS) de origen microbiano a par-

tir de descomposición de restos vegetales, abono de gran-
ja, limitaron los estudios.

La cromatografía de gases permite determinaciones y
mostró que la liberación se produce sobretodo en condi-
ciones de anaerobiosis y no en todos los suelos. Dimetil-
sulfuro y pequeñas cantidades de carbonil sulfuro, S

2
C,

metilmercaptán y dimetildisulfuro, fueron los principales
productos.

En condiciones normales de campo pequeñas pérdidas
pueden atribuirse a esta causa. Gran cantidad de SO

2
 lle-

ga a la atmósfera, pero proviene de fuentes de polución,
industrias, automóviles, etc. Algo de SO

2
 toma origen en

la oxidación del H
2
S liberado biológicamente.

Los gases con S son componentes indeseables de la at-
mósfera por su intenso y desagradable olor y por sus efec-
tos adversos en el ambiente y el clima.

El H
2
S en un gas muy tóxico para ciertas cianobacterias y

líquenes, organismos empleados como indicadores bio-
lógicos de polución. Las actividades del hombre contribu-

suelo no rizosférico      suelo rizoférico

4.2                              4.0                           4.6                      5.7

(0.1)                            (0.2)                        (0.1)                   (10.7)

( ) sulfuros (10-6 moles/g)
en histograma: N* sulfato reductores (log 10/g de suelo)

       suelo saturado            saturado y                 saturado           saturado y
          compactado        compactado
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Aerobios

Azotobacteriaceae
Es una familia curiosamente integrada exclusivamente con
diazotrofos. Ya en 1901, el microbiólogo holandés Beije-
rinck describió al Azotobacter chroococcum, luego que
Winogradsky, de la escuela rusa, describiera al anaerobio
Clostridium pasteurianum. Los integrantes de esta familia
se presentan con células grandes, predominantemente
bacilos romos u ovales, pero cambian su morfología con
el tiempo o las condiciones de desarrollo. En la figura 5
(Gonzalez-Lopez, Lluch-Plá, 1992) se aprecian las formas
bacilares y la formación de estructuras de resistencia,
menos resistentes que las endosporas bacterianas, lla-
madas cistos.

Las células se presentan frecuentemente en pares, son
Gram negativas, aunque pueden aparecer como Gram
variables, aerobios estrictos, pero pueden crecer y fijar N

2

bajo presión reducida de O
2
. Son móviles por flagelos

peritricos o polares, o inmóviles. Los géneros son:

I. Células grandes, ovoides, la mayoría de las especies
producen sustancia viscosa extracelular, desarrollo rá-
pido, catalasa positiva:

a. forman cistos, (G + C)% 63-66: Azotobacter

b. no forman cistos, (G + C)% 53-59: Azomonas

II. Pequeños bacilos, producen mucha viscosidad extra-
celular y cuerpos lipídicos globulares internos. Desa-
rrollo lento, pueden o no producir catalasa:

a. cuerpos lipídicos bipolares, (G + C)% 5-59, cata-
    lasa positiva: Beijerinckia

b. numerosos cuerpos lipídicos, (G + C)% 70, cata-
    lasa negativa: Derxia

Como vimos, los cistos son estructuras característi-
cas de algunas especies y constituyen formas de re-
sistencia a desecación, radiaciones gamma, U.V. Res-
ponden rápidamente al agregado de sustancias ener-
géticas, sustratos de las células vegetativas, reflejan-
do mayor permeabilidad que las  paredes de las célu-
las vegetativas. El microscopio electrónico reconoce
dos capas en los citos: la exina y la intina. La exina

contiene un complejo lipídico con lipoproteínas y lipo-
polisacáridos, con calcio como principal componente
mineral. La intina posee más carbohidratos y lípidos,
pero menos proteínas, con alto nivel en calcio. Ade-
más de los cambios morfológicos, en los cistos se acu-
mula ácido poli-β OH-butírico (PHB). Parte de esta
sustancia se emplea en la síntesis de los componen-
tes del saco del cisto.

Estas estructuras, de muy baja actividad metabólica, per-
miten ventaja ecológica a los azotobacter en el suelo. En
medio favorable, la germinación y crecimiento activo ocu-
rren rápidamente.

Otros cambios morfológicos son la aparición de células
grandes, que recuerdan a levaduras, o de grandes baci-
los en A. paspali a las pocas horas de cultivo. La forma-
ción de conglomerados de células cocoides, rodeadas de
espeso mucílago, que recuerdan a tétradas, son comu-
nes en A. macrocytogenes

Figura 5-  Características morfológicas de Azotobacter vinelandii
Izquierda: estados morfológicos típicos: células vegetativas, células
precísticas ricas en poli-β- OH butirato y células filtrables. B) cisto
maduro, con las cubiertas intina y exina (A x 12.500, B x50.000).

.

Otras características
La formación de depósitos intracelulares de lípidos (PHB)
es característica del grupo, sobre todo en cultivos viejos.
En Beijerinckia indica se presentan dos glóbulos por célu-
la, polares, pudiendo alcanzar en cultivos viejos más del
50% del volumen celular.

Materiales mucosos extracelulares son también caracte-
rísticos de ciertas especies, incluyen azúcares y ácidos
urónicos. Muchas veces su excesiva acumulación en Bei-
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yen con más de la mitad de los compuestos azufrados en
la atmósfera, con incrementos en los próximos años. En
zonas industrializadas esta polución superará a la origi-
nada por vía biológica.

En resumen: el azufre es un elemento esencial para
todos los organismos, existe en gran número de esta-
dos de oxido-reducción en combinaciones orgánicas e
inorgánicas. Sus transformaciones bióticas y abióticas
pueden resultar benéficas o perjudiciales para los eco-
sistemas. En los terrestres, son bien conocidos los pro-
cesos que aseguran la provisión de sulfatos y otras for-
mas solubles para las plantas. Pero, en ciertas circuns-
tancias, exceso de S puede ser polucionante, en aguas,
o en la atmósfera cuando se liberan gases de la quema
de compuestos ricos en azufre (bitumen, lignita), res-
ponsables luego de las lluvias ácidas. El azufre es im-
portante en muchos procesos industriales, como la pro-
ducción de concreto, asfalto.

Ciclo biológico del fósforo

La figura 4 presenta los procesos de origen biológico in-
volucrados en las transformaciones de este elemento. A
diferencia de los ciclos de C, N y S, el ciclo del P no pre-
senta componentes gaseosos, de modo que no son im-
portantes los movimientos desde y hacia la atmósfera,
aunque pequeñas cantidades de fosfina gas (PH

3
), pue-

den detectarse en lagos o pantanos, bajo condiciones re-
ductoras.

Figura 4- Transformaciones biológicas de compuestos con
fósforo

La principal reserva de P en la tierra la constituyen los
sedimentos marinos (8,4 x 1014 ton), los suelos (0,96-1,6 x
1011 ton), fosfatos inorgánicos solubles (HPO

4
-2, PO

4
-3) en

el océano (8 x 1010 ton), rocas con apatita (1,9 x 1010 ton)
y en la biota o biomasa (2,7 x 109 ton). Los niveles de P en
la biomasa terrestre (2,6 x 109 ton) excede mucho a la
marina (5-12 x 107 ton) (Stevenson y Cole, 1999).

Los mayores depósitos ricos en apatita (como el sulfato
de roca) se encuentan en sedimentos en el fondo de océa-
nos y antiguos mares (Amértica del Norte). Los tratamien-
tos  del fosfato de roca con ácidos inorgánicos (sulfúrico y
fosfórico) se emplean para producir fertilizantes más so-
lubles. El conocido como superfosfato resulta de la mez-
cla de aproximadamente cantidades iguales de fosfato de
roca con H

2
SO

4
 (de 60-70%) y contiene un 10% de P. La

mayoría del P aplicado al suelo como fertilizante, a veces
más del 90%, no es tomado por los cultivos y es retenido
en formas insolubles o fijadas. Este elemento se va acu-
mulando en los suelos, pero en forma no disponible para
los cultivos.

La toma anual por los vegetales en forma de (H
2
PO

4
- y

HPO
4
-2) se calcula en 2 x 108 ton, presentes en la solución

del suelo,  proporción extraída es menor en la parte cose-
chada (4-7 x 106 ton), En ciertas ocasiones, los compues-
tos fosforados pueden migrar hacia el mar donde se de-
positan como sedimentos insolubles (1,7 x 107 ton).

El P constituye el segundo elemento en importancia para
los vegetales y microorganismos, sólo superado por el
nitrógeno. Forma moléculas ricas en energía (ATP, UTP,
etc.). En el suelo es la fracción orgánica la que contiene la
mayor proporción de fósforo (30 al 85% del P total), más
alto en suelos ácidos:

� entre un 30-50% consiste en fitina, sobre todo como
fosfato de inositol (material de reserva vegetal)

� un 3% se encuentra en ácidos nucleicos

� un 1% en fosfolípidos, los más comunes: lecitina, cefa-

lina, el fosfato es esterificado con una base.

Los cultivos agrícolas contienen aproximadamente 0,05 a
0,5% de P en sus tejidos y alrededor del 1% de todo el P

vegetales       animales

PO
4

-3 en
 solución

PO
4

-3 absorbido                        solubilización

inmovilización

mineralización

fósforo mineral
       insoluble

materia orgánica-microfibra
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de un ecosistema se encuentra en componentes vivos.
En todas las combinaciones orgánicas e inorgánicas el P
se encuentra oxidado como ortofosfato (P+5), la mayoría
de las veces como complejos con Ca, Fe y Al y minerales
silicato de modo que los vegetales, animales o microor-
ganismos no deben reducir a este elemento como lo ha-
cen con compuestos oxidados de N o S.

En suelos con pH entre 5 y 8 la cantidad de fosfato no
disociado  H

3
PO

4
 y trivalente PO

4
-3 insoluble es mínima y

prevalecen las formas solubles (H
2
PO

4
- y HPO

4
-2):

               -H+                    -H+                    -H+
H

3
PO

4
               H

2
PO

4
-                          HPO

4
-2                  PO

4
-3

              + H+                  + H+                   + H+

La mayoría del P orgánico integra moléculas húmicas

formadas a partir de fracciones orgánicas de la vegeta-
ción, de los microorganismos y animales. En general se
observa una buena correlación en los suelos entre los
contenidos de C, N y P orgánicos (aproximadamente 100/
10/1) y las relaciones C/P orgánicos varían entre 100-300/
1 y el N/P varía entre 5-20/1.

En ecosistemas naturales, el ciclo del P está prácticamente
cerrado: la mayoría del P de los vegetales es reciclado
por degradación microbiana del mantillo y restos orgáni-
cos. Es el caso de suelos forestales tropicales, casi todo
el P se encuentra  en la materia orgánica viva y muerta y
los suelos contienen muy baja cantidad de este elemento
que no permiten el desarrollo agrícola luego de la defo-
restación.

Los procesos microbianos involucrados en las transfor-
maciones del fósforo son:

� mineralización-inmovilización

�  solubilización-precipitación

Mineralización-inmovilización

Un grupo amplio de microorganismos posee las enzimas
necesarias (fosfatasas) para liberar fosfatos de molécu-

las orgánicas. Escasos estudios se han realizado con com-
puestos individuales fosforados y se cuenta con pocos
detalles sobre la descripción de la microflora involucrada.
Numerosas evidencias indican importante rol del P orgá-
nico (P-org) en la nutrición vegetal, se ha observado que
esta fracción es la que disminuye en mayor proporción,
por procesos de mineralización.

La parte del ciclo de mayor importancia para las plantas
está sumarizada en el siguiente equilibrio

P-org del suelo             Pi lábil                   P no lábil
                          muy rápido              muy lento

La mineralización del P-orgánico depende en primer lugar
de la actividad de los microorganismos, pero también de
los invertebrados, sobre todo lombrices, que ejercen im-
portante función acelerando hasta 2-3 veces la liberación
de Pi en materiales vegetales por molienda y humectación.
El flujo de P a través de la biomasa microbiana ha sido
calculado  en 4,6 kg P ha-1 año-1, del mismo orden del remo-
vido en grano y paja, en un suelo arable no abonado.

Se observa correlación entre la conversión del N y P a
formas inorgánicas (8-15 partes de N mineral/1 de fosfa-
to) y también se correlacionan la liberación de CO

2
 y la

mineralización de P (100-300 / 1); valores vinculados a
las proporciones de estos elementos en el humus.

Las fosfatasas catalizan reacciones cuyo esquema ge-
neral es:

     O         O

ROPOH + H
2
O            ROH + HOPOH

    OH                   OH

Los sustratos pueden ser: etilfosfato, glicerofosfato,

fenilfosfato. Las moléculas con diésteres (fosfolípidos,
ácidos nucleícos) requieren diferentes enzimas para su
degradación. Por comodidad, estas fosfatasas son desig-
nadas de acuerdo a los sustratos que atacan:

� Fitasas: hidrolizan la unión éster-fosfato de sales solu-
bles de ácido fítico o de sus sales de Mg o Ca: la fitina,

 ➤  ➤

 ➤

 ➤  ➤  ➤

 ➤  ➤  ➤
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La filósfera

Así como las raíces están rodeadas de una verdadera
vaina de microorganismos rizosféricos, las hojas de las
plantas presentan en su superficie poblaciones muchas
veces importantes, de bacterias, levaduras, hongos fila-
mentosos, y, en regiones tropicales húmedas, algas, lí-
quenes y hepáticas. Este hábitat está sometido a hume-
dades fluctuantes, ligadas a las precipitaciones. La trans-
piración de las hojas puede mantener un microclima algo
más húmedo que el del aire.

El desarrollo de organismos es muy abundante en las hojas
de las zonas tropicales húmedas, donde forman una pelí-
cula mucilaginosa de varias micras de espesor. La inten-
sidad luminosa, la temperatura y la naturaleza de los exu-
dados varían con el clima y la naturaleza de la planta.

Las poblaciones bacterianas de la filosfera son ricas en
especies pigmentadas: Flavobacterium, Xanthomonas,

Pseudomonas.

Levaduras, como la Rhodotorula, Sporobolomyces, po-
seen pigmentos rosados y son muy numerosas las espe-
cies de hongos. Entre las funciones microbianas más es-
timuladas en este hábitat se citan la amonificación, la fija-
ción del N

2
 y la lipolisis. La producción de antibióticos es

frecuente en las poblaciones epifitas.

Los fenómenos que se desarrollan a nivel de la filosfera
interesan mucho al fitopatólogo y al agrónomo, quienes
tienen una puerta abierta a experiencias de inoculación
con fijadores de N

2
 o con microorganismos antagónicos

de patógenos que protegen a la planta de las infeccio-
nes.

Efecto de los restos vegetales
(efecto mantillo)

Contrariamente a las formaciones vegetales anuales que
ejercen sobre la microflora del suelo una influencia limita-
da en el espacio y el tiempo, las formaciones vegetales
perennes (bosques, praderas permanentes) afectan mar-
cadamente a la microflora del suelo donde se desarrollan.
Esta acción se ejerce a nivel de los exudados, como ya

hemos analizado, por el aporte al suelo de residuos vege-
tales subterráneos (raíces) o aéreos (hojas, ramas) o de
productos diversos arrastrados por el agua a través del
follaje. Estos últimos aportes contienen elementos mine-
rales (K, Na, etc.) y orgánicos: hidratos de carbono, ami-
noácidos.

Resulta difícil separar el efecto rizosférico del efecto de
los restos sobre el suelo, puede observarse que, en el
caso de bosques, los mantillos juegan un rol preponde-
rante. Esta capa constituye para la microflora del suelo la
principal fuente de:

� energía y de elementos nutritivos que en kg C/ha/
año varían de 0,5 a 2 toneladas en bosques de zonas
templadas y frías, para alcanzar 2 a 8 toneladas en bos-
ques tropicales húmedos. Los mantillos en zona tropical
son más ricos, además, en elementos minerales y en ni-
trógeno que los de las regiones templadas.

� de sustancias estimulantes o inhibidoras: como vi-
taminas y sustancias diversas aún no bien determina-
das, que llegan al suelo. Inversamente, ciertos mantillos
liberan productos tóxicos frente a especies bacterianas
muy sensibles: bacterias nitrificantes autótrofas, fijado-
res del N

2
, y otros organismos, como los celulolíticos. La

toxicidad frente a los nitrificantes se manifiesta en for-
maciones forestales de la zona tropical húmeda o regio-
nes templadas (bosques de pino silvestre, cedro, coní-
feras). Lo mismo puede ocurrir en ciertas praderas y
bosques de coníferas, de la zona templada. Las sustan-
cias responsables serían esencialmente fenoles o com-

puestos con radicales fenólicos: ácido gálico, floro-
glucinol.

� otros efectos: modificación del pH del suelo: la ve-
getación puede elevar el pH de los horizontes superficia-
les, por concentración de sustancias básicas. Pero más
frecuentemente, la vegetación acidifica el suelo, caso de
bosques de coníferas. Si ésta no es excesiva, la microflo-
ra fúngica, que en conjunto es indiferente al pH, puede
indirectamente ser estimulada, por reducción de la com-
petencia de otros organismos. Si se bajan una o dos uni-
dades de pH, se puede observar efecto depresivo en la
actividad biológica, más marcado si se acompaña de sus-
tancias tóxicas hidrosolubles
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liberando inositol y ortofosfato. Los fosfatos se liberan
de a uno, dando penta, tetra, tri, di y monofosfato, para
liberar finalmente inositol libre. Esta actividad enzimáti-
ca está ampliamente distribuída entre los microorganis-
mos del suelo: hongos, bacterias, actinomicetes.

La adición de materia orgánica aumenta la actividad por
incremento de la población específica. El pH ácido y la
adsorción a arcillas limitan la degradación. Fitasas vegeta-
les  contribuyen a la degradación de la fitina y ácido fítico.

� Nucleasas: están ampliamente distribuidas y la libera-
ción de ortofosfato es rápida en el suelo a partir tanto
de ARN como de ADN. Para muchos microorganismos
heterótrofos los ácidos nucleícos pueden ser emplea-
dos como única fuente de nutrientes y de energía y la
liberación de Pi ocurre luego de la acción de enzimas
despolimerizantes.

� Fosfolipasas: los fosfolípidos más comunes en el sue-
lo como la lecitina (fosfatidil colina) y la fosfatidileta-

nolamina, liberan Pi luego de hidrólisis enzimática, la
población emplea el esqueleto orgánico de la molécula
y el P necesario, el que excede la demanda microbioló-
gica, es liberado.

Es frecuente evaluar la actividad fosfatasa incubando el
suelo con sustrato apropiado como glicerofosfato, fenil-
fosfato y se determina el ortofosfato liberado por distintos
procedimientos, como por colorimetría. La actividad es
pronunciada en la rizosfera y es afectada también por la
profundidad, la estación.

La presencia de fosfatasas y fitasas ha sido verificada en
ectomicorrizas de árboles y en endomicorrizas arbus-

culares, que absorben más P-orgánico a partir de suelos
deficientes en este elemento (capítulo 16).

Las formas más solubles son directamente asimiladas por
las plantas. Los inositol-polifosfatos son considerados re-
sistentes al ataque enzimático en el suelo por su capaci-
dad para formar derivados insolubles con hierro y alumi-
nio. Amonio y aminas pueden, sin embargo, formar com-
plejos solubles con fitatos férricos.

Los ácidos orgánicos producidos por bacterias y otros
microorganismos pueden ser también causa de liberación
de fosfatos a partir de P-orgánico.

Las bacterias y actinomicetes acumulan mayor proporción
de P (1,5-2,5%) en peso seco que los hongos (0,5-1%) o
los vegetales (0,05-0,5%). En suelos cultivados se estima
que las bacterias solas inmovilizan entre 4 y 10 kg P/ha.
Si se considera que también lo toman hongos y actinomi-
cetes, se aprecia que los valores inmovilizados son simi-
lares a los que son removidos por los cultivos.

Las relaciones críticas C/P en los restos son altas, 100 a

300/1, aproximadamente 0,2% en P.

La deficiencia puede aparecer en caso de incorporación
de grandes cantidades de restos carbonados, en donde
una fertilización puede evitar la falta de este nutriente en
los cultivos posteriores, pero en general los problemas
graves de inmovilización se presentan en contadas situa-
ciones con la incorporación masiva de rastrojos de muy
pobre contenido en fósforo.

Procesos de óxido-reducción

Poca atención se ha prestado a los procesos de óxido-
reducción llevados a cabo por la microflora del suelo en
compuestos fosforados. Este elemento, como en nitróge-
no, puede encontrarse en combinaciones desde fosfina
(P-3) a ortofosfato (P+5). Algunos microorganismos heteró-
trofos pueden asimilar fosfita (HPO

3
-2) y oxidarlo a fosfato.

En suelos húmedos, Clostridium butyricum puede reducir
fosfato a fosfita e hipofosfita. Estas reacciones son bioló-
gicas ya que no ocurren al agregar inhibidores al  suelo.
como el tolueno.

En presencia de nitrato o sulfato la reducción de fosfato
es más lenta ya que los primeros iones son empleados de
preferencia como aceptores de electrones. Como estas
reacciones no son importantes en la naturaleza, no han
recibido mayor atención y son muy pocas las referencias
bibliográficas.

Solubilización

Una proporción importante de fosfatos solubles agrega-
dos a suelos ácidos puede insolubilizarse o fijarse a coloi-
des (adsorción). Muchos suelos contienen minerales,
como la fluorapatita (Ca

10
 (PO

4
)6F

2
) o hidroxiapatita que
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Especie vegetal: algunas especies pueden estimular o
suprimir a determinado grupo microbiano, aunque los ca-
sos de inhibición son menos frecuentes. Las leguminosas
presentan, en general, mayor efecto rizosférico que los
cereales, pero pocos estudios han relacionado este efec-
to con la naturaleza de los exudados radicales. Las dife-
rencias pueden ser muy marcadas según la zona de la
raíz que se estudie. Los organismos que requieren ami-
noácidos son más numerosos en la zona apical, por tra-
tarse de una región que los libera.

Estado fenológico: el efecto rizosférico comienza a ma-
nifestarse desde la germinación de las semillas, por apor-
te de los microorganismos de la espermatósfera, los com-
ponentes de las envolturas del grano y por sus exudados.
Para algunos autores la colonización se realizará princi-
palmente a partir de los microorganismos del suelo, más
que por los de la semilla.

Los máximos de estimulación se encontraron en la flora-

ción y/o fructificación, para  luego declinar abruptamen-
te cuando comienza la senescencia de las raíces. La com-
posición de la microflora varía, proliferando los microor-
ganismos que participan en la descomposición de los teji-
dos muertos. La población no se distingue ya de la natu-
ral del suelo y poco efecto residual se mantiene para el
año próximo: el nuevo cultivo determinará la composición
de su población rizosférica.

El efecto de edad de la planta puede enmascararse por
interacciones con el ambiente. Así, variaciones en la in-
tensidad luminosa afectan la exudación y por lo tanto la
proliferación de hongos, por inhibición del grupo más sen-
sible, las bacterias.

El cuadro 8 muestra el efecto de tres cultivos, en distintos
estados fenológicos, sobre el conjunto de bacterias y ac-
tinomicetes. Se observa efecto estimulante en los últimos
estados del desarrollo vegetal.

En el caso del trébol, el efecto rizosférico fue marcado en
la floración, en el trigo menos significativo y similar en los
estados vegetativo y de formación del grano, mientras que
en la colza fue muy pronunciado desde la floración.

Suelo y ambiente: el efecto rizosférico es más pronun-
ciado en suelos livianos, arenosos. En suelos desérticos,
la rizosfera de la escasa vegetación colonizadora consti-

tuye el único ambiente en donde los microorganismos
pueden desarrollarse y las relaciones R/S son allí muy
importantes.

Cuadro8 - Efecto rizosférico sobre bacterias y
actinomicetes (x10

6
)

Cultivo Estado fenológico S R R/S

vegetativo (4 hojas) 5,2 5,3 1,0
Trébol vegetativo (6-8 hojas) 6,1 8,1 1,3

floración 5,6 318,0 56,8

germinación 5,2 6,8 1,3
Trigo vegetativo 6,1 50,3 8,2

grano en formación 5,6 52,0 9,3

vegetativo (6 hojas) 5,2 14,5 2,8
Colza floración 6,1 310,5 50,9

fructificación 5,6 491,0 87,7

La incorporación de restos vegetales o animales, la fertili-
zación, causan menos efectos en la rizósfera, la que ma-
nifiesta capacidad para mantener su equilibrio biológico.

La espermatósfera

Las semillas en germinación no realizan fotosíntesis pero
ejercen efecto en el suelo vecino al movilizar sus reser-
vas. Se considera que la espermatósfera es el origen de
iniciación del efecto rizosférico de las raíces en desarro-
llo. A su nivel ocurren múltiples interacciones entre la plan-
ta, las poblaciones microbianas y el ambiente. Los pro-
ductos liberados por |os granos son de naturaleza varia-
ble, según la edad, la especie y las características del
medio (fuentes de C, N, sustancias biológicamente acti-
vas, como vitaminas, aminoácidos, otras inhibidoras). La
liberación de exudados por las semillas es responsable
de la alta mortalidad de las mismas a causa de la sulfato-
rreducción, cuando cultivos, como el de maíz, germinan
en suelos ricos en sulfatos, compactados y saturados en
agua. Otras actividades biológicas son estimuladas, como
la solubilización de fosfatos, amonificación, celulolisis, y
ciertas actividades enzimáticas.
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se usan como fertilizantes, como el polvo de huesos, roca
molida. Sin embargo, estas formas insolubles del fósforo
pueden ser aprovechables por los vegetales luego de la
acción solubilizadora de una microflora variada.

Gran número de especies bacterianas, de hongos y acti-
nomicetes son capaces de solubilizar fosfato tricálcico y
otras formas insolubles y su número puede alcanzar 105 -
107/g. En la rizosfera la actividad puede ser muy intensa
como consecuencia de la activa proliferación microbiana
que puede disolver los fosfatos a lo largo de la raíz los
que son inmediatamente absorbidos.

Los ácidos pueden ser:

� orgánicos y CO
2
 (ácido carbónico) producidos por la

microflora y por las raíces

� inorgánicos, como nítrico, sulfúrico, también produci-
dos por procesos microbianos

Se aislaron microorganismos solubilizadores de fosfatos
en semillas y raíces de diferentes plantas. Un halo que
rodea a la fuente insoluble de Pi en la superficie de cajas
de Petri permite reconocer a los organismos solubilizan-
tes. La detección de la acción de hongos puede ser difi-
cultosa; el agregado de estreptomicina (50 mg/L) permite
evidenciarlos sin la interferencia de las bacterias.

Mecanismos: la quelación del calcio, hierro y aluminio
por ácidos orgánicos, la formación de complejos fosfohú-
micos y la competencia entre iones humatos y fosfatos
por superficies adsorbentes, explican la solubilización.

La figura 5 muestra los resultados de una experiencia en
la que se incorporó a un suelo azufre elemental y sulfato
de amonio y se comparó el nivel de fósforo soluble por la
absorción de este elemento en un cultivo.

Thiobacillus produce ácido sulfúrico a partir de azufre ele-
mental y se emplea en la formulación de un fertilizante
fosforado, el «biosuper», en gránulos con 5 partes en
peso de fosfato de roca molida, una parte de Sº y un inó-
culo de thiobacilo (0,1%), de gran éxito en climas muy
húmedos y resulta una alternativa en países que no pue-
den preparar superfosfato en cantidades importantes.

Figura 5 - Asimilación de P por vegetales a partir de fosfato
tricálcico

La producción de ácido nítrico por los microorganismos
nitrificantes es otra manera de incrementar la solubiliza-
ción de fosfatos, como se observa en la experiencia de la
figura 5. En condiciones anaerobias, el ácido sulhídrico
facilita la solubilización ya que se forma sulfuro ferroso
insoluble y se libera ácido fosfórico. Este proceso explica
la gran disponibilidad de fosfatos en suelos inundados de
arroz.

El efecto rizosférico favorable a la solubilización ha sido
puesto en evidencia en numerosos trabajos. La inocula-
ción de vegetales con microorganismos solubilizantes del
fósforo ha sido aplicado en algunos países que inoculan
plantines con hongos micorrícicos y bacterias solubi-

lizadoras del fósforo. En Rusia y otros países se em-
pleó mucho la inoculación de cultivos con Bacillus mega-

therium var phosphaticum (fosfobacteria) organismo con
gran capacidad de mineralizar formas orgánicas de P,
sobre todo en Mollisoles, con  incrementos  en  los rendi-
mientos  de 50-70%.

Pero luego no se continuó con esta práctica, en parte por
el hecho de que los suelos contienen buen nivel de orga-
nismos que liberan formas solubles de P a partir de for-
mas orgánicas o inorgánicas y se hace innecesario la ino-
culación con microorganismos seleccionados.

En resumen: este ciclo es complejo e incluye el almacena-
miento del P en organismos vivos, materia orgánica muerta
y formas inorgánicas. Las plantas lo absorben como orto-
fosfato, presente en la solución del suelo. Por lo que la re-
novación de esta fuente por procesos de mineralización y
solubilización, es muy importante para la nutrición vegetal.
Un concepto útil lo constituye la partición del P en el suelo
en reservas o pools, relacionadas  con la disponibilidad de
formas orgánica e inorgánicas para las plantas.

Fósforo
en los
tejidos

suelo +S°

suelo con SO
4
(NH

4
)

2

suelo solo

 0                   4                     8               12    tiempo (días)
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Algas
Este grupo ha sido poco estudiado, ya que por su carác-
ter autótrofo no es afectado directamente por los exuda-
dos radicales. Sin embargo, numerosos trabajos señalan
estimulación de algunas rizosferas sobre las algas; fenó-
meno que se ha tratado de explicar por la liberación de
factores de crecimiento, el contenido de antibióticos en la
rizosfera o por cambios en las propiedades físicas del
medio.

Las interacciones entre microorganismos tanto sinér-
gicas como antagónicas son muy afectadas a nivel de este
ambiente particular, ya que las poblaciones en altas den-
sidades se afectan intensamente compitiendo por los nu-
trientes, el espacio.

La figura 5 (Lynch, 1990) muestra la posible distribución
de diferentes tipos de microorganismos rizosféricos.

Figura 5 - Distribución de diferentes tipos de
microorganismos en las raíces

Se aprecia que el:
� tipo A: crece en espacios intercelulares dentro de la

raíz y su concentración cae abruptamente a niveles del
suelo sin cultivo, inmediatamente fuera de la raíz

� tipo B: crece en el rizoplano y su densidad cae a nive-
les basales a muy corta distancia de la superficie radi-

cal y a cero a muy corta distancia dentro de la raíz (no
es endofito).

� tipo C: organismo físicamente excluído del rizoplano
por el tipo B), pero que emplea materiales orgánicos
originados en la raíz o producidos por el organismo B),
o ambos.

� tipo D: organismo física o químicamente excluído por
los tipos B) y C), pero que emplea productos del C) o
materiales complejos de la raíz pero no usados por B) o
C) por su incapacidad de metabolizarlos o por repre-
sión catabólica en esos organismos por moléculas or-
gánicas más simples, de las plantas.

� tipo E: utiliza productos secundarios de organismos ri-
zosféricos, pero en desventaja competitiva con respec-
to a los tipos B, C y D y por lo tanto es incapaz de com-
petir por moléculas originadas en las raíces

� tipo F: microorganismos típicos del suelo, excluidos fí-
sicamente de los ambientes sobre o cerca de las raí-
ces, pero resistentes a productos o actividades de los
organismos rizosféricos (antibióticos, quelantes del hie-
rro, etc.)

� tipo G: microorganismos generales del suelo exclui-
dos de la rizosfera por actividades o productos de los
otros tipos.

Este esquema trata de representar el comportamiento de
los microorganismos en los alrededores y dentro de las
raíces, pero es evidente que alguna especie puede mos-
trar combinaciones de dos o más tipos de modelos de
distribución.

Factores que afectan el efecto rizosférico

Los efectos sobre la población del suelo varían con la es-
pecie o la variedad del vegetal. Si las líneas de una espe-
cie varían en un solo gen, sus características rizosféricas
pueden cambiar. La edad de la planta, su estado sanitario
y vigor, el tipo y posición de la raíz, y por supuesto, el tipo
de suelo y el ambiente afectan al efecto rizosférico.
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Como más de dos tercios del P total de los suelos es or-
gánico, con picos máximos en turbas, suelos forestales
no cultivados y suelos tropicales, un ciclo muy activo ocu-
rre que posibilita el reciclaje de formas orgánicas e inor-
gánicas (mineralización-inmovilización). La mineraliza-

ción está asegurada por una micropoblación poco espe-
cífica que emplea al P en sus necesidades plásticas  y
libera  el  exceso  como  ortofosfato.

La inmovilización, proceso simultáneo y opuesto, no es
un peligro de competencia con los vegetales salvo en el
caso  de   la   incorporación   de   grandes cantidades de
rastrojos con muy bajo nivel de P%. El nivel crítico se con-
sidera 0,2% en P total y las relaciones C/P críticas son

altas (200-300/1). Un proceso muy importante lo consti-
tuye la solubilización de formas insolubles del P como
fosfato tricálcico, hidroxiapatita, etc., que es realizado por
una población inespecífica por la liberación de ácidos or-
gánicos o minerales.

Los procesos de oxidorreducción no tienen gran impor-
tancia en la naturaleza.

Las reacciones de fijación son importantes en relación a
la eficiencia de uso de los fertilizantes con P por las plan-
tas. En suelos ácidos, el fosfato es precipitado como fos-
fatos insolubles de Fe o Al, o son adsorbidos en la super-
ficie de óxidos. En suelos calcáreos, dominan los fosfatos
de Ca insolubles.

Los hongos micorrícicos pueden jugar importante rol in-
crementando la disponibilidad de fosfatos a los vegetales
(capítulo 16).

Ciclo biológico del hierro y otros elementos

Las transformaciones microbiológicas de gran número de
minerales tienen gran importancia en la recuperación de
subproductos de la minería, actuando como verdaderos
concentradores de metales que se encuentran en peque-
ñas dosis. Procesos microbianos transforman  nutrientes
minerales en formas disponibles para otras formas de vida.
El hierro sufre una serie de procesos de naturaleza físi-
ca, química o biológica y a pesar de ser uno de los princi-
pales constituyentes de la corteza terrestre, se presenta

  animales                                                                                     vegetales

Fe+++    Fe++
reducción

oxidación

m                              i          m

materia orgánica
microflora

frecuentemente en forma no disponible para los vegeta-
les como (Fe+++) y los ejemplos de carencias son frecuen-
tes. La figura 6 presenta las transformaciones de origen
biológico que ocurren entre los compuestos con hierro.

Figura 6 -  Transformaciones biológicas del hierro

Los procesos biológicos de compuestos con hierro pue-
den resumirse:

� mineralización               inmovilización

� oxidación                 reducción

(el Fe+++ precipita como hidróxido)

� solubilización              precipitación

Resultante de la actividad biológica el hierro puede ser:
precipitado en la naturaleza por acción de bacterias oxi-
dantes del Fe++, por la acción de heterótrofos que degra-
dan la fracción orgánica de complejos organo metálicos,
por la liberación de O

2
 por algas y por la creación de me-

dios alcalinos o solubilizado por la formación de ácidos,
la presencia de condiciones de reducción o por la forma-
ción de ciertos complejos.

La mineralización e inmovilización son procesos reali-
zados por variada microflora heterótrofa activa en amplios
rangos de condiciones ambientales. No se señalan casos
de problemas en la inmovilización de iones ferrosos en
parte por el hecho de que los restos vegetales requieren
este elemento en pequeñas cantidades.

Oxidación

Químicamente, el ión ferroso predomina en solución de-
bajo de pH 5 y el férrico sobre 6. Los cambios de pH de la

 ➤ ➤

   ➤ ➤

 ➤ ➤
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anaerobios (fermentación de pajas) y difunden a la ri-
zosfera. Sus efectos dependen de la longitud de la raíz
expuesta al tóxico. Por otro lado la acidez protegería a
la planta de microorganismos perjudiciales. Los ácidos
aromáticos son más tóxicos

� Antibióticos: numerosas moléculas con carácter bios-
tático y biocida son liberados por bacterias, actinomice-
tes, hongos (patulina, gliovirina,etc). Algunos microor-
ganismos como Pseudomonas fluorescens, Trichoder-

ma viride se emplean a nivel experimental como pro-
motores del crecimiento vegetal y en el control biológi-
co de microorganismos  fitopatógenos. (capítulo 17)

� Aglutininas y agentes de agregación del suelo: las
lectinas son glicoproteínas que actúan como recepto-
res reconociendo sitios de adhesión en la superficie de
la pared de raíces y de bacterias (rhizobios, azospiri-
los). Los microorganismos liberan sustancias como go-
mas, exopolisacáridos, capas mucosas, polímeros que
contribuyen a formar agregados entre partículas mine-
rales y el humus.

� Enzimas: más de 50 enzimas han sido detectadas en
la rizosfera: hidrolasas, pectinasas, ADNasas, oxidorre-
ductasas, que regulan los procesos biológicos en este
habitat

Efecto rizosférico sobre grupos microbianos

Bacterias
Numerosas revisiones ilustran sobre efectos rizosféricos
positivos. En general se admite, que son las bacterias no
esporuladas, Gram negativas, las más favorecidas. La
predominancia de especies de Pseudomonas en la rizos-
fera se explica por su alta tasa de crecimiento, latencia
reducida, por la aptitud a producir sustancias inhibidoras
en el curso del metabolismo de hidratos de carbono y por
la síntesis de pigmentos flurorescentes, frecuentemente
inhibidores de otras especies.

Las formas filamentosas ramificadas son muy abundan-
tes en la superficie de las raíces, como Corynebacterium,

Mycobacterium.

Los  requerimientos  nutricionales  de  las  bacterias  del
rizoplano y de la rizosfera difieren de las que habitan sue-
los sin vegetación.

Menos estudios se han realizado sobre los actinomi-

cetes, a pesar de que son muy abundantes y activos
en la superficie de las raíces. La mayoría de los traba-
jos están vinculados a la detección de antagonistas que
producen antibióticos contra patógenos vegetales. En
la rizosfera predominan especies de Streptomyces y

Nocardia.

Hongos
Las técnicas de recuento muestran en general un efecto
rizosférico positivo sobre este grupo (cuadro 7), aunque
menos marcado que para las bacterias. Muchos autores
sostienen que si el efecto se expresa en función de la
biomasa de ambos grupos y no en función del número de
individuos, los resultados se invertirían. En los últimos años
se ha brindado gran atención a los hongos que colonizan
la superficie de las raíces.

La colonización inicial sería realizada por una varie-
dad de especies fúngicas, habitantes del suelo, que a
los pocos días sería desplazada por una micoflora más
específica, formas típicas de la superficie de las raí-
ces, que persisten hasta la senescencia. Para la de-
tección de estos hongos es necesario lavar las raíces
vigorosamente, para eliminar las formas esporógenas,
dominantes.

Cuadro  7- Efecto rizosférico de trigo sobre grupos
microbianos (ufc g

-1
suelo)

Organismo Rizosférico No rizosférico R/S

bacterias 120  x 107 5,3  x 107 24/1
hongos 12  x 105 1  x 105 12/1
actinomicetes 49  x 106 7  x 106 7/1
protozoos 24  x 102 10  x 102 2,4/1
amonificantes  500  x 106 4  x 106 125/1
desnitrificantes 1,3  x 108 1  x 108 1.260/1

ufc= unidades formadoras de colonias
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solución del suelo pueden alterar el estado de oxidación
de este elemento. El potencial de oxidorreducción tam-
bién determina la forma dominante: debajo de 0,2 voltios
es el ion ferroso el que predomina. Es difícil entonces, en
este elemento, determinar cuándo los procesos son bio-
lógicos o simplemente físico-químicos.

Las llamadas bacterias del hierro oxidan sales ferrosas
con generación de ATP en CTE aerobia. Precipita hidróxi-
do férrico alrededor de las células, frecuentemente en
cápsulas o vainas dando colonias floculentas que típica-
mente crecen adheridas a las paredes de tubos con me-
dio líquido. Se desarrollan de preferencia en aguas po-
bres en materia orgánica soluble, provistas de O

2
 y con

sales ferrosas o manganosas.

Los géneros más conocidos son: Sphaerotilus en cuyas
vainas se deposita óxido férrico. Pueden crecer rápidamente
como quimioheterótrofos y así se aíslan en cultivo puro. No
se conoce el rol de la deposición de hidróxido férrico: si es
un proceso de significado fisiológico y si pueden desarro-
llarse quimiautotróficamente. La quimioautotrofia es más
evidente en otra bacteria no relacionada a la anterior: Ga-

llionella que no crece en medios orgánicos y sí en medio
mineral con depósito de SFe como fuente de Fe++. Resulta
difícil obtenerla en cultivo puro. La mayoría de las colonias
algodonosas obtenidas están formadas en su mayor parte
por hidróxido férrico y las bacterias están localizadas en
ramificaciones terminales de los depósitos de Fe (OH)

3
.

Otros microorganismos comprometidos en la oxidación:
Leptothix, quimioautótrofo facultativo, puede obtener ener-
gía también de la oxidación de compuestos orgánicos;
Thiobacillus y Ferrobacillus. Obtienen energía de la oxi-
dación:

4 Fe+++ + O
2
 +  4 H+                             4 Fe+++ +  2 H

2
O

El organismo está frecuentemente recubierto por vaina
de Fe (OH)

3
 que se origina por vía biológica:

Fe
2
 (SO

4
)

3
 +   6 H

2
O                 2Fe (OH)

3
 + 3  H

2
SO

4

Muchas cepas pueden emplear en lugar de sales ferro-
sas, compuestos de azufre reducidos: Sº, S= o S

2
O

3
=. La

oxidación del hierro es realizada por sistema transporta-

dor de electrones localizado en la membrana e incluye
citocromos del tipo c y a. No se sabe si la actividad está
confinada en la membrana interna o si reside en ambas:
externa e interna. Ciertos thiobacilos (formalmente llama-
dos Ferrobacillus) son incapaces de oxidar tiosulfato, y
otros son incapaces de oxidar S=. Otras cepas que apa-
rentemente están adaptadas a crecer con glucosa, pier-
den la habilidad para crecer autotróficamente con hierro.
Esta variabilidad entre bacterias relacionadas estaría li-
gada a la presencia de un plásmido.

Microorganismos heterótrofos están también vinculados
a la oxidación y precipitación del hierro, pero resulta difícil
determinar si el proceso es biológico o físico-químico. Poco
o nada de la energía liberada es utilizada por los organis-
mos. Muchas veces el hidróxido férrico se deposita en la
superficie creando una masa compacta mezclada con
materia orgánica en desagües instalados en suelos mal
drenados. El mismo proceso ocurre en el interior de ga-
soductos produciendo serias oclusiones.

Reducción

En suelos mal drenados o sometidos a períodos de anae-
robiosis el hierro al estado ferroso se hace predominante.
El proceso de reducción del ion férrico a ferroso es casi
exclusivamente biológico, ya que no se detectan mayores
cambios en suelos estériles o con agregados de inhibido-
res metabólicos. La figura 7 muestra lo que ocurre en
ambientes sometidos a anegamiento: el potencial de óxi-
do-reducción (Eh) desciende provocando la reducción rá-
pida del hierro y del manganeso. La materia orgánica es-
timula el proceso, comparable desde el punto de vista
metabólico con la desnitrificación y la sulfatorreducción,
es decir respiraciones anaerobias con sustratos orgáni-
cos.  En medios ácidos no se requieren potenciales redox
tan bajos para solubilizar el hierro.

Otro mecanismo biológico indirecto está relacionado a la
liberación de sustancias orgánicas de carácter reductor
por parte de los microorganismos del suelo: ácidos orgá-
nicos, aldehidos, que provocarían ligera reducción del hie-
rro. El consumo de O

2
 por microorganismos aerobios, pro-

voca descenso del potencial redox del suelo y reducción
del hierro.

 ➤

 ➤
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Cuadro 5- Rizodeposición

Exudados (solubles en agua): azúcares, aminoácidos,
ácidos orgánicos, hormonas,  vitaminas

Secreciones HdeC, enzimas
Lisados autolisis  de células de paredes vegetales,

de raíces, fauna, microorganismos
Gases C

2
H

2
, CO

2
, H

2

          27% del total de la fotosíntesis

Medidas en hidroponia: 700m3/ha/año  en trigo
300m3/ha/año en cebada
1.250m3/ha/año en maíz

En estudios en hidroponia de cultivos estériles se ha cal-
culado la cantidad de materiales liberados por las raíces,
los que extrapolados a campo dan valores muy altos. Es-
tas cifras pueden representar un peso de entre 7,3 y 12,5
toneladas métricas de materia orgánica, excediendo a los
mejores rendimientos en grano. Para algunos autores
pueden representar un 27% de la masa total de la planta
(cuadro 5). En el suelo, su biodegradación y la adsorción
a los coloides, disminuyen la producción neta.

La figura 4 resume los conceptos sobre las transferencias
del carbono y su utilización en la rizosfera. El CO

2
 asimila-

do es llevado de la parte aérea a las raíces para la sínte-
sis de nuevas estructuras y puede también ser liberado
como exudados: solubles, que difunden, o bien no difusi-
bles, que permanecen en el mucigel. La degradación de
estos compuestos más resistentes explicaría un segundo
pico en la liberación del CO

2
. Un posible tercer pico en el

flujo de CO
2
 sería resultante de la degradación de restos

de células y tejidos y de la penetración de microorganis-
mos en células corticales.

                                               CO
2

                         CO
2
                            microorganismo

  raíces             exudados libres                             compuestos simples

                         mucigel       tiempo         microorganismos                     CO2

                             descamación            tiempo        microorganismos                      CO
2

                             tejidos

                                                                                   compuestos simples

Figura 4 - Flujos de carbono en la rizosfera

Las sustancias orgánicas liberadas por los vegetales se
resumen en el cuadro 6.

Cuadro 6- Compuestos encontrados en la
rizosfera de vegetales en condiciones axénicas

Aminoácidos: todos los naturales
Ácidos orgánicos: acético, butírico, cítrico, fumári-

co, glicólico, láctico, oxálico, propiónico, succínico,
tartárico, valérico

Hidratos de carbono: arabinosa, desoxiribosa, fruc-
tosa, galactosa, glucosa, maltosa, manosa, oligo-
sacáridos, rafinosa, ramnosa, ribosa, sacarosa, xi-
losa.

Derivados de ácidos nucléicos:  adenina, guanina,
citosina, timina

Factores de crecimiento: biotina, tiamina, inositol,
piridoxina, ácido p-amino benzoico, ácido nicotíni-
co

Enzimas: amilasa, invertasa, fosfatasa,
proteasa,proteasa

Antibíoticos

Bacterias: Agrobacterium tumefaciens  enfermedad
(agalla de corona)

Agrobacterium rhizogenes, Agrocina (antibíotico)
Pseudomonas fluorescens: Fenazina, controla enfer-

medad en trigo (phz- (Tn5): mutante no activa)
Hongos  Trichoderma spp   muchos metabolitos acti-

vos, Gliocadium spp   producen varios antibióticos
(patulina, pioluteorina)
Otros compuestos: auxinas, glicósidos, ácido cian-

hídrico, péptidos, saponinas, CO
2
, alcoholes, sus-

tancias quelantes, etc.

Los efectos de las mismas sobre los vegetales se pueden
resumir:

� Reguladores de crecimiento vegetal: etileno, ácido
giberélico (AG), ácido fusárico, ácido indol acético (AIA),
ácido abcísico, citoquininas, que se suman a las produ-
cidas por las plantas

� Fitotoxinas: como ácido para-amino-benzoico, ácido
cumárico, acético, butírico, HCN, H

2
S, ácido benzóico,

etc. Los ácidos alifáticos se acumulan en ambientes

 ➤  ➤

 ➤

 ➤

 ➤

   ➤ ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 
➤

 
➤ 

➤
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Figura 7 - Potencial redox e iones Fe
++ 

y Mn
++ 

en suelo
anegado

La microflora responsable de la reducción de iones férri-
cos en anaerobiosis es muy numerosa en el suelo y su
densidad puede alcanzar valores de 104 - 106 células/g.
Entre las bacterias se citan especies de Bacillus, Clostri-

dium, Klebsiella, Pseudomonas y Serratia.  Muchas son
anaerobias facultativas y pueden emplear además del
oxígeno, nitratos y manganatos como aceptores de elec-
trones.

Consecuencia de este fenómeno es la corrosión anae-

robia de materiales de hierro o acero enterrados en pe-
ríodos de deficiencia en O

2
. Gasoductos, oleoductos y

cañerías pueden inutilizarse en pocos años. Cuando se
reúnen condiciones de anaerobiosis, temperaturas me-
dias, pH superiores a 5,5 y presencia de sulfatos, las con-
secuencias son más graves. Bacterias anaerobias del
género Desulfovibrio contribuyen a la corrosión producien-
do H

2
 y electrones libres:

4 Fe +  SO
4
= +  4H

2
O                 FeS + 3Fe (OH)

2
 + 2OH-

Otra consecuencia del proceso es la aparición en sue-
los hidromórficos de horizontes de reducción, o gley, de
coloración gris verdosa o azulada, debida fundamen-
talmente al hierro ferroso. Puede precipitar sulfuro ferro-
so, de color negro. La presencia de donadores de elec-
trones orgánicos es necesaria en la reducción. Este fe-
nómeno puede reproducirse en una columna de suelo
enriquecida con un azúcar en anaerobiosis parcial o com-
pleta (columna de Winogradsky) (capítulo 3).

      Fe++              Mg++         Eh(v)
(mg/100g)    (mg/100g)
200                 20

100                 10

0.4

0.2

0.0

Mn

Eh                  Fe

-0.1
0           10            20           30     días

 ➤

El líquido toma las coloraciones típicas del hierro al esta-
do reducido y la velocidad de desaparición del azúcar y la
aparición de Fe++ tienen la forma sigmoide típica del creci-
miento bacteriano.

Formación de complejos orgánico-metálicos

Productos del metabolismo microbiano: ácidos orgánicos,
aminoácidos, etc., metabolitos de origen vegetal y micro-
biano y moléculas derivadas del humus pueden formar
una variedad de complejos con iones metálicos entre ellos,
con el hierro. Estas moléculas tienen mucha importancia
en el plano pedológico pues explican la migración en el
perfil de éste y otros elementos. Las moléculas como ci-

trato férrico, lactato o succinato férrico pueden migrar
en un suelo a pH 5,0 mientras que en estado libre, este
ion es insoluble.

Las sustancias complexantes de origen microbiano: ácidos
cítrico, oxálico, fumárico, 2-cetoglucónico, láctico, pueden
solubilizar diversos elementos, como el potasio, calcio, fós-
foro, hierro y numerosos oligoelementos, sobre todo acu-
mulados en suelos en anaerobiosis o microaerofilia.

Los sideróforos son moléculas de gran afinidad por  el
Fe+++ producidos por microorganismos y plantas y contri-
buyen a la toma de este elemento en ambientes de baja
disponibilidad. Proteínas de membrana permiten la entra-
da del complejo organo-metálico. En la célula éste se des-
dobla liberando el ion férrico que es oportunamente redu-
cido por enzimas microbianas y asimilado como ion ferro-
so. Estas sustancias juegan importante rol en la lucha

biológica, en la competencia por el hierro con microorga-
nismos fotopatógenos (capítulo 17).

 Cuando el complejo organo-metálico se mineraliza por
acción de heterótrofos, el hierro es liberado y precipita
como sales insolubles férricas. La reacción puede ocurrir
tanto en anaerobiosis como en ausencia de aire y es rea-
lizada por un gran grupo de bacterias, actinomicetes y
hongos.

En resumen: otros elementos además del C, N, S, P, su-
fren transformaciones en el ambiente. Formas reducidas
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Cuadro 4- Métodos de estudio en la rizosfera

� mutantes marcadas por resistencias a antibióticos,
biocidas, o por características fisiológicas

� recuentos de grupos fisiológicos  y relación R/S (den-
sidades en suelo rizosférico/ densidades en sue-
lo sin efecto radical)

� colonización de la raíz: microscopía de luz, fluores-
cente, electrónica

� determinaciones de biomasa microbiana, por re-
cuentos o muerte de propágulos y su mineraliza-
ción (CO

2
)

� empleo de elementos radioactivos: C, N, S, etc.

� modelización: diseños experimentales que predicen
los efectos de cambios en exudados, agua, etc.
sobre la población microbiana

Origen y naturaleza de
los materiales orgánicos

Se reconocen varias categorías de compuestos orgáni-
cos en la vecindad de las raíces (figura 3 y cuadro 5). Es
necesario establecer si la sustancia en cuestión es pro-
ducida por el microorganismo en cultivo puro y se  en-
cuentra a concentración fisiológicamente activa en la ri-
zosfera.

1. Exudados: compuestos de bajo peso molecular en
general solubles en agua que liberan las células hacia
espacios intercelulares y luego al suelo. Su liberación no
está mediatizada por un metabolismo. Son azúcares,
aminoácidos, ácidos orgánicos, hormonas, vitaminas. La
exudación radical se puso de manifiesto luego de aplica-
ciones foliares de sustancias con elementos radioactivos
(P32, 14CO

2
, N15, etc.)

2. Secreciones, compuestos de bajo o alto peso molecu-
lar liberados como resultado de procesos metabólicos
mediados por el aparato de Golgi  (hidratos de carbono
polimerizados, enzimas)

3. Mucílagos vegetales, son originados en el ápice de
la raíz y segregados por el Golgi, o hidrolizados de po-
lisacáridos de la pared primaria y de células del extre-
mo de la raíz, segregados por pelos capilares o produ-
cidos por degradación bacteriana de células epidérmi-
cas muertas.

4. Mucigel, se restringe este término al material gelati-
noso de la superficie de las raíces creciendo en suelos
normales, no estériles. Incluye mucílagos vegetales,
células bacterianas y sus productos metabólicos (cáp-
sulas, capas mucosas, gliocalix) así como coloides mi-
nerales y materia orgánica del suelo. El mucigel es una
zona muy importante que mantiene a las raíces y al sue-
lo en contacto y es un reservorio de nutrientes y agua de
importancia para el vegetal en épocas de sequía. Se
encuentra presente siempre en las células de ápice de
la raíz, pero su extensión a lo largo del sistema radical
es variable.

5. Lisados son los compuestos liberados por autóli-
sis de las células epidérmicas. Las paredes de estas
células son digeridas por los microorganismos que li-
beran a la rizosfera los productos de su actividad mi-
crobiana.

células epidérmicas y
corticales lisadas e
invadidas por bacterias

m.o. micílagos
vegetales y
microbianos

decamación de células

ápice de la raíz

lisiados (5)

micilagos de células
epidérmicas degradadas por
bacterias

exudados(1)

                     Raíz                Suelo             Tipo de material

Figura 3 - Materiales orgánicos en la rizosfera

micigel (4)

exudados y secreciones (1-2)

mucílago secretado por
células epidérmicas

mucílago (hidrolizado de
polisacárido de células
epidérmicas

2mm
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de Fe+2 , Mn+2, Se+2, responsables de los colores grises
típicos de los suelos con pobre drenaje, pueden ser oxi-
dados por bacterias quimioautotróficos, liberando ener-
gía. Formas oxidadas (Fe+++, Mn+4), actúan como acepto-
res finales de electrones en respiraciones anaerobias. La
reducción provoca un  incremento en la solubilidad de esos
elementos. El mercurio es contaminante de muchos am-
bientes, sobretodo de sedimentos acuáticos, puede ser
metilado microbiológicamente en sedimentos a metilmer-
curio, altamente tóxico que se puede acumular en la ca-
dena trófica. Las formas iónicas pueden ser también re-
ducidas a mercurio elemental, volátil, provocando la re-
moción de este tóxico del suelo hacia la atmósfera.
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Preguntas de repaso

1) ¿Cómo se relaciona la quimiosíntesis con las trans-
formaciones del azufre?

2) Discuta cómo la oxidación de compuestos reducidos
del azufre pueden permitir incrementar la productivi-
dad primaria en el fondo de efluentes termales

3) ¿Cómo se explican los depósitos negros alrededor de
raíces en suelos salinos anegados?

4) Analice similitudes y diferencias entre los ciclos del S
y del N

5) ¿En qué tipos de suelos puede encontrar bacterias
sulfatorreductoras activas?

6) Si un rastrojo con relaciones: C/N/P de 500/20/1 se
agrega al suelo, ¿dominará la mineralización o la in-
movilización del P? ¿Por qué?

7) ¿Puede un microorganismo facilitar la solubilización de
compuestos con Fe y P simultáneamente?
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Algunas de las técnicas empleadas (resumen en cua-
dro 4) (capítulo 8 y Anexo práctico):

� seguimiento de microorganismos en este habitat:

se emplean mutantes marcadas por resistencia a an-
tibióticos o con características fisiológicas que permi-
ten reconocerlas fácilmente en aislamientos, en estu-
dios de recuentos (NMP). Se obtienen con transpo-
sones (Tn5), hibridización del ADN, empleo de son-
das, etc.

� recuentos de grupos fisiológicos y cálculo de la relación

R/S = densidad de algún grupo por gramo de suelo rizosférico
                       densidad por gramo de suelo sin cultivo

Permiten determinar efectos estimulantes o inhibidores
de ciertos cultivos sobre procesos microbianos de inte-
rés, como celulolisis, fijación del N

2
, nitrificación, etc.

Resulta difícil comparar resultados de distintos autores
si no se han empleado técnicas, sistemas radicales y
medios y condiciones de cultivo semejantes.

� colonización de la raíz (microscopía de luz, fluores-
cente, electrónica)  muy útil para conocer la distribución
de los microorganismos y su grado de colonización. El
microscopio óptico permitió mostrar que sólo entre un
5 a 10% de la superficie de la raíz está cubierta de mi-
croorganismos, hecho que desmiente la creencia muy
extendida de que las raíces estaban cubiertas por un
espeso manto microbiano. Esta idea se sustentó en los
altos recuentos, al expresarlos por gramo de raíz.

La microscopía fluorescente, con anticuerpos marca-
dos con sustancias que fluorescen en luz ultravioleta, per-
mite determinar la colonización de distintas porciones de
la raíz por cepas de interés agrícola, como los rhizobios, y
brindan invalorable información sobre la distribución de
bacterias en el sistema radical.

El microscopio electrónico de transmisión y de barrido
permitió grandes avances en el conocimiento de la distri-
bución espacial de los componentes de la interfase suelo-
raíz, la forma de agrupación de las poblaciones, la pre-

sencia y colonización del mucigel, sus relaciones con las
arcillas, la lisis de ciertas bacterias.

� determinaciones de biomasa microbiana: por recuen-
tos o por la técnica de fumigación son muy empleadas
para determinar los efectos estimulantes o inhibidores de
distintas rizosferas.

El cuadro 3 (Frioni, 1990) muestra la fracción de C orgáni-
co presente en la biomasa del suelo rizosférico de cuatro
gramíneas cultivadas en la zona de Río Cuarto (Argenti-
na), evaluada en el estado de grano lechoso, en relación
a la del suelo sin cultivar.

Cuadro 3 - Carbono orgánico en la biomasa (%),
en la rizosfera  de gramíneas (*)

maíz sorgo mijo mijo suelo
perla común  solo

(C- biomasa/
C-orgánico 6,19a 5,99ª 5,35ab 5,64a 4,52b

total) %

 (*) Dos o más tratamientos señalados por la misma letra
no difieren significativamente por Tuckey al 1 %

� empleo de elementos radioactivos, C,N,S, etc. per-
miten un estudio más detallado de procesos microbia-
nos en este ambiente

� modelización, diseños experimentales y matemáticos
son muy empleados y permiten predecir los efectos de
variaciones en: el contenido de agua del suelo, la den-
sidad de las raíces, los niveles de exudación, el agre-
gado de distintos sustratos, el efecto rizosférico a dis-
tancias variables de las superficies radicales. Estos
modelos señalaron marcada reducción del efecto a
medida que la distancia de la superficie de la raíz au-
menta, como se observa en microscopía electrónica y
constituyen una herramienta invalorable en la predic-
ción de cambios en las poblaciones microbianas en res-
puesta a modificaciones de la interfase suelo-raíz.
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Conceptos generales

Desde comienzos del siglo pasado se reconoció que la
zona del suelo vecina a las raíces inducía, en general,
una mayor actividad de los microorganismos y se introdu-
jo el término rizosfera, para definir a esta región. Desde
entonces, son numerosos los estudios sobre las activida-
des microbianas en esta zona, que se define como el vo-

lumen de interacción entre el sistema radical de los

vegetales y su inmediato medio suelo. Su validez en
términos de gradientes microbiológico y químico ha sido
demostrada por varios autores, con un máximo de efecto
en la zona de contacto con las raíces, hasta distancias
variables que podrían llegar a algunos milímetros. Luego
el efecto es despreciable. El cuadro 2 muestra la impor-
tancia de la masa radical y los aportes en forma de exu-
dados, lisados, secreciones, que resultan importantes in-
sumos para los microorganismos.

La microflora es afectada por los exudados radicales y
por los aportes de restos de tejidos y células.

Los microorganismos estimulados actúan sobre la planta,
poniendo a su disposición moléculas orgánicas que son
absorbidas por las raíces, como aminoácidos, vitaminas,
antibióticos, fitohormonas y contribuyen a su nutrición mi-
neral por los procesos de mineralización y solubilización,
de ciertos elementos.

Las interacciones biológicas son muy intensas en esta
región y los fenómenos de sinergismo o de antagonismo
son exaltados.

La rizosfera, en sentido amplio, se define como la fina
capa de suelo que se adhiere firmemente a las raíces,
pero que se puede separar por lavado  y  agitación  mode-
rada  en  agua.  Se   puede   dividir  en rizosfera próxima

y alejada, según el tiempo y la intensidad de agitación.
Es la zona del suelo con influencia de las raíces, con máxi-
mo efecto desde la superficie de la raíz hasta 1-3 mm
(pudiendo llegar a 5 mm).  Constituye un microecosiste-
ma muy especializado que propicia el crecimiento de una
población microbiana diversificada.

El rizoplano lo constituye el suelo en contacto íntimo con
la superficie de las raíces y se extrae por agitación vigoro-

sa de las mismas luego del tratamiento anterior. Si no se
indica expresamente, al hablar de rizosfera, se incluye en
general a la rizosfera y al rizoplano.

Muchos microorganismos colonizan la raíz por heridas o
por acción enzimática. Se habló un tiempo de endorri-

zosfera, pero se comprende que esta definición no es
correcta ya no está involucrado el suelo. Se habla de mi-
croorganismos endofíticos: simbióticos, saprofitas o pa-
rásitos.

Cuadro 2-  Importancia de las raíces en el suelo

Planta de centeno de 16 semanas

13.000.000 de raíces axiales y laterales
50 km de largo total, más de 200 m2 de superficie

Materiales depositados en la rizosfera: exudados- se-

creciones-  mucílagos- lisados

➢ importantes fuentes de carbono, nitrógeno, ener-
gía

➢ varían en función de la especie vegetal y  del eco-
sistema

➢ pueden alcanzar más de 500 mg/g de raíz seca
(normal, entre 10 y 100 mg/g)

Métodos de estudio

Las investigaciones en esta región no son sencillas, es
necesario trabajar con plantas vivas, en medios artifi-
ciales: soluciones hidropónicas, cultivos sobre agar, ver-
miculita u otros soportes, o en el suelo mismo, en ma-
cetas en invernáculo o en el campo. Los datos obteni-
dos son puntuales y brindan información sobre las re-
laciones microflora-vegetal en un momento dado. Las
condiciones en este hábitat son muy dinámicas y los
productos liberados por |os vegetales son simultánea-
mente biodegradados o adsorbidos fuertemente a los
coloides del suelo.

Por este motivo, los estudios sobre exudación se realizan
en medios estériles y el nivel de producción no  pueden
extrapolarse a condiciones naturales y además los datos
son puntuales: las sustancias son producidas y biode-

gradadas en forma simultánea.
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Efecto de los microorganismos sobre los ve-
getales

Directos: por los compuestos liberados, minerales, fito-
hormonas

Indirectos: actuando como microorganismos deletéreos
o fitopatógenos

Los efectos de los microorganismos rizosféricos sobre
a las plantas pueden catalogarse (figura 2) (Kennedy,
1998) como:

Neutros: no afectan el crecimiento

Benéficos: existe creciente evidencia de que la microflo-
ra saprofita de la rizosfera incluye componentes benéfi-
cos que pueden incrementar el crecimiento vegetal y los
rendimientos significativamente por:

� aumento de la disponibilidad y toma de nutrientes mi-
nerales

� provisión de sustancias promotoras del crecimiento

� supresión de microorganismos deletéreos y patógenos
en la rizosfera.

Deletéreos: que pueden afectar negativamente el creci-
miento vegetal, sin necesariamente parasitar al tejido (al-
teraciones en el aporte de agua, iones y sustancias pro-
motoras del crecimiento vegetal, cambiando las funcio-
nes y/o limitando el crecimiento de raíces).

Patógenos: disminuyen el rendimiento por producción de
enfermedades: numerosas bacterias, actinomicetes, hon-
gos, producen enfermedades que provocan importantes
pérdidas en los cultivos.

Figura 2- Efectos neutros, benéficos, perjudiciales y variables de la comunidad microbiana rizosférica sobre le crecimiento vegetal
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13 La rizosfera

Los microorganismos interactúan con las plantas a nivel
del follaje y las hojas, en la superficie del suelo, alrededor
de las raíces y semillas, donde encuentran abundantes
materiales carbonados y un ambiente particular con con-
diciones físico-químicas diferentes que las del suelo sin
cultivar. Las plantas, por su parte, reciben numerosos
metabolitos de la micropoblación edáfica, muchos de ellos
promotores de crecimiento.

La figura 1 muestra las principales zonas de interacción
biológica, conocidas como:

� filosfera (ambiente sobre las hojas) (F)

� rizosfera (zona del suelo afectada por las raíces) (R)

� restos vegetales o mantillo (ramas, hojas, etc. sobre
el suelo) (M)

� espermatosfera (zona del suelo afectada por los exu-
dados y descamaciones de las semillas) (E)

Figura 1- Zonas de interacción entre microorganismos y
vegetales

El cuadro 1 resume los efectos recíprocos entre vege-
tales y microorganismos y el cuadro 2 señala la impor-
tancia de las sustancias liberadas por los vegetales al
suelo.

Cuadro 1-   Interacciones entre los
microorganismos y las plantas

Efecto de las plantas sobre los microorganismos

Directos

� aporte de sustancias energéticas, estimulantes o
inhibidoras, como moléculas:

        orgánicas, vitaminas, fitohormonas, sustancias
que producen agregados. Exudados, secrecio-
nes, restos de tejidos  que actúan como fuen-
tes de energía, C, N, S, etc. o como sustancias
tóxicas

� modificación  del medio físico (estructura) o quí-
mico (inmovilización), control biológico de

       microorganismos fitopatógenos

Indirectos

� modificación del medio químico por los procesos
de mineralización-inmovilización, precipitación
solubilización, oxido-reducción de materiales
orgánicos o minerales, el ambiente físico alte-
rando la estructura, el régimen hídrico, el pH,
la composición de la atmósfera del suelo y el
ambiente biológico, estimulando las interac-
ciones microbianas a ese nivel

F

R

M

E
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Conceptos generales

Desde comienzos del siglo pasado se reconoció que la
zona del suelo vecina a las raíces inducía, en general,
una mayor actividad de los microorganismos y se introdu-
jo el término rizosfera, para definir a esta región. Desde
entonces, son numerosos los estudios sobre las activida-
des microbianas en esta zona, que se define como el vo-

lumen de interacción entre el sistema radical de los

vegetales y su inmediato medio suelo. Su validez en
términos de gradientes microbiológico y químico ha sido
demostrada por varios autores, con un máximo de efecto
en la zona de contacto con las raíces, hasta distancias
variables que podrían llegar a algunos milímetros. Luego
el efecto es despreciable. El cuadro 2 muestra la impor-
tancia de la masa radical y los aportes en forma de exu-
dados, lisados, secreciones, que resultan importantes in-
sumos para los microorganismos.

La microflora es afectada por los exudados radicales y
por los aportes de restos de tejidos y células.

Los microorganismos estimulados actúan sobre la planta,
poniendo a su disposición moléculas orgánicas que son
absorbidas por las raíces, como aminoácidos, vitaminas,
antibióticos, fitohormonas y contribuyen a su nutrición mi-
neral por los procesos de mineralización y solubilización,
de ciertos elementos.

Las interacciones biológicas son muy intensas en esta
región y los fenómenos de sinergismo o de antagonismo
son exaltados.

La rizosfera, en sentido amplio, se define como la fina
capa de suelo que se adhiere firmemente a las raíces,
pero que se puede separar por lavado  y  agitación  mode-
rada  en  agua.  Se   puede   dividir  en rizosfera próxima

y alejada, según el tiempo y la intensidad de agitación.
Es la zona del suelo con influencia de las raíces, con máxi-
mo efecto desde la superficie de la raíz hasta 1-3 mm
(pudiendo llegar a 5 mm).  Constituye un microecosiste-
ma muy especializado que propicia el crecimiento de una
población microbiana diversificada.

El rizoplano lo constituye el suelo en contacto íntimo con
la superficie de las raíces y se extrae por agitación vigoro-

sa de las mismas luego del tratamiento anterior. Si no se
indica expresamente, al hablar de rizosfera, se incluye en
general a la rizosfera y al rizoplano.

Muchos microorganismos colonizan la raíz por heridas o
por acción enzimática. Se habló un tiempo de endorri-

zosfera, pero se comprende que esta definición no es
correcta ya no está involucrado el suelo. Se habla de mi-
croorganismos endofíticos: simbióticos, saprofitas o pa-
rásitos.

Cuadro 2-  Importancia de las raíces en el suelo

Planta de centeno de 16 semanas

13.000.000 de raíces axiales y laterales
50 km de largo total, más de 200 m2 de superficie

Materiales depositados en la rizosfera: exudados- se-

creciones-  mucílagos- lisados

➢ importantes fuentes de carbono, nitrógeno, ener-
gía

➢ varían en función de la especie vegetal y  del eco-
sistema

➢ pueden alcanzar más de 500 mg/g de raíz seca
(normal, entre 10 y 100 mg/g)

Métodos de estudio

Las investigaciones en esta región no son sencillas, es
necesario trabajar con plantas vivas, en medios artifi-
ciales: soluciones hidropónicas, cultivos sobre agar, ver-
miculita u otros soportes, o en el suelo mismo, en ma-
cetas en invernáculo o en el campo. Los datos obteni-
dos son puntuales y brindan información sobre las re-
laciones microflora-vegetal en un momento dado. Las
condiciones en este hábitat son muy dinámicas y los
productos liberados por |os vegetales son simultánea-
mente biodegradados o adsorbidos fuertemente a los
coloides del suelo.

Por este motivo, los estudios sobre exudación se realizan
en medios estériles y el nivel de producción no  pueden
extrapolarse a condiciones naturales y además los datos
son puntuales: las sustancias son producidas y biode-

gradadas en forma simultánea.
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de Fe+2 , Mn+2, Se+2, responsables de los colores grises
típicos de los suelos con pobre drenaje, pueden ser oxi-
dados por bacterias quimioautotróficos, liberando ener-
gía. Formas oxidadas (Fe+++, Mn+4), actúan como acepto-
res finales de electrones en respiraciones anaerobias. La
reducción provoca un  incremento en la solubilidad de esos
elementos. El mercurio es contaminante de muchos am-
bientes, sobretodo de sedimentos acuáticos, puede ser
metilado microbiológicamente en sedimentos a metilmer-
curio, altamente tóxico que se puede acumular en la ca-
dena trófica. Las formas iónicas pueden ser también re-
ducidas a mercurio elemental, volátil, provocando la re-
moción de este tóxico del suelo hacia la atmósfera.
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Preguntas de repaso

1) ¿Cómo se relaciona la quimiosíntesis con las trans-
formaciones del azufre?

2) Discuta cómo la oxidación de compuestos reducidos
del azufre pueden permitir incrementar la productivi-
dad primaria en el fondo de efluentes termales

3) ¿Cómo se explican los depósitos negros alrededor de
raíces en suelos salinos anegados?

4) Analice similitudes y diferencias entre los ciclos del S
y del N

5) ¿En qué tipos de suelos puede encontrar bacterias
sulfatorreductoras activas?

6) Si un rastrojo con relaciones: C/N/P de 500/20/1 se
agrega al suelo, ¿dominará la mineralización o la in-
movilización del P? ¿Por qué?

7) ¿Puede un microorganismo facilitar la solubilización de
compuestos con Fe y P simultáneamente?
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Algunas de las técnicas empleadas (resumen en cua-
dro 4) (capítulo 8 y Anexo práctico):

� seguimiento de microorganismos en este habitat:

se emplean mutantes marcadas por resistencia a an-
tibióticos o con características fisiológicas que permi-
ten reconocerlas fácilmente en aislamientos, en estu-
dios de recuentos (NMP). Se obtienen con transpo-
sones (Tn5), hibridización del ADN, empleo de son-
das, etc.

� recuentos de grupos fisiológicos y cálculo de la relación

R/S = densidad de algún grupo por gramo de suelo rizosférico
                       densidad por gramo de suelo sin cultivo

Permiten determinar efectos estimulantes o inhibidores
de ciertos cultivos sobre procesos microbianos de inte-
rés, como celulolisis, fijación del N

2
, nitrificación, etc.

Resulta difícil comparar resultados de distintos autores
si no se han empleado técnicas, sistemas radicales y
medios y condiciones de cultivo semejantes.

� colonización de la raíz (microscopía de luz, fluores-
cente, electrónica)  muy útil para conocer la distribución
de los microorganismos y su grado de colonización. El
microscopio óptico permitió mostrar que sólo entre un
5 a 10% de la superficie de la raíz está cubierta de mi-
croorganismos, hecho que desmiente la creencia muy
extendida de que las raíces estaban cubiertas por un
espeso manto microbiano. Esta idea se sustentó en los
altos recuentos, al expresarlos por gramo de raíz.

La microscopía fluorescente, con anticuerpos marca-
dos con sustancias que fluorescen en luz ultravioleta, per-
mite determinar la colonización de distintas porciones de
la raíz por cepas de interés agrícola, como los rhizobios, y
brindan invalorable información sobre la distribución de
bacterias en el sistema radical.

El microscopio electrónico de transmisión y de barrido
permitió grandes avances en el conocimiento de la distri-
bución espacial de los componentes de la interfase suelo-
raíz, la forma de agrupación de las poblaciones, la pre-

sencia y colonización del mucigel, sus relaciones con las
arcillas, la lisis de ciertas bacterias.

� determinaciones de biomasa microbiana: por recuen-
tos o por la técnica de fumigación son muy empleadas
para determinar los efectos estimulantes o inhibidores de
distintas rizosferas.

El cuadro 3 (Frioni, 1990) muestra la fracción de C orgáni-
co presente en la biomasa del suelo rizosférico de cuatro
gramíneas cultivadas en la zona de Río Cuarto (Argenti-
na), evaluada en el estado de grano lechoso, en relación
a la del suelo sin cultivar.

Cuadro 3 - Carbono orgánico en la biomasa (%),
en la rizosfera  de gramíneas (*)

maíz sorgo mijo mijo suelo
perla común  solo

(C- biomasa/
C-orgánico 6,19a 5,99ª 5,35ab 5,64a 4,52b

total) %

 (*) Dos o más tratamientos señalados por la misma letra
no difieren significativamente por Tuckey al 1 %

� empleo de elementos radioactivos, C,N,S, etc. per-
miten un estudio más detallado de procesos microbia-
nos en este ambiente

� modelización, diseños experimentales y matemáticos
son muy empleados y permiten predecir los efectos de
variaciones en: el contenido de agua del suelo, la den-
sidad de las raíces, los niveles de exudación, el agre-
gado de distintos sustratos, el efecto rizosférico a dis-
tancias variables de las superficies radicales. Estos
modelos señalaron marcada reducción del efecto a
medida que la distancia de la superficie de la raíz au-
menta, como se observa en microscopía electrónica y
constituyen una herramienta invalorable en la predic-
ción de cambios en las poblaciones microbianas en res-
puesta a modificaciones de la interfase suelo-raíz.
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Figura 7 - Potencial redox e iones Fe
++ 

y Mn
++ 

en suelo
anegado

La microflora responsable de la reducción de iones férri-
cos en anaerobiosis es muy numerosa en el suelo y su
densidad puede alcanzar valores de 104 - 106 células/g.
Entre las bacterias se citan especies de Bacillus, Clostri-

dium, Klebsiella, Pseudomonas y Serratia.  Muchas son
anaerobias facultativas y pueden emplear además del
oxígeno, nitratos y manganatos como aceptores de elec-
trones.

Consecuencia de este fenómeno es la corrosión anae-

robia de materiales de hierro o acero enterrados en pe-
ríodos de deficiencia en O

2
. Gasoductos, oleoductos y

cañerías pueden inutilizarse en pocos años. Cuando se
reúnen condiciones de anaerobiosis, temperaturas me-
dias, pH superiores a 5,5 y presencia de sulfatos, las con-
secuencias son más graves. Bacterias anaerobias del
género Desulfovibrio contribuyen a la corrosión producien-
do H

2
 y electrones libres:

4 Fe +  SO
4
= +  4H

2
O                 FeS + 3Fe (OH)

2
 + 2OH-

Otra consecuencia del proceso es la aparición en sue-
los hidromórficos de horizontes de reducción, o gley, de
coloración gris verdosa o azulada, debida fundamen-
talmente al hierro ferroso. Puede precipitar sulfuro ferro-
so, de color negro. La presencia de donadores de elec-
trones orgánicos es necesaria en la reducción. Este fe-
nómeno puede reproducirse en una columna de suelo
enriquecida con un azúcar en anaerobiosis parcial o com-
pleta (columna de Winogradsky) (capítulo 3).

      Fe++              Mg++         Eh(v)
(mg/100g)    (mg/100g)
200                 20

100                 10

0.4

0.2

0.0

Mn

Eh                  Fe

-0.1
0           10            20           30     días

 ➤

El líquido toma las coloraciones típicas del hierro al esta-
do reducido y la velocidad de desaparición del azúcar y la
aparición de Fe++ tienen la forma sigmoide típica del creci-
miento bacteriano.

Formación de complejos orgánico-metálicos

Productos del metabolismo microbiano: ácidos orgánicos,
aminoácidos, etc., metabolitos de origen vegetal y micro-
biano y moléculas derivadas del humus pueden formar
una variedad de complejos con iones metálicos entre ellos,
con el hierro. Estas moléculas tienen mucha importancia
en el plano pedológico pues explican la migración en el
perfil de éste y otros elementos. Las moléculas como ci-

trato férrico, lactato o succinato férrico pueden migrar
en un suelo a pH 5,0 mientras que en estado libre, este
ion es insoluble.

Las sustancias complexantes de origen microbiano: ácidos
cítrico, oxálico, fumárico, 2-cetoglucónico, láctico, pueden
solubilizar diversos elementos, como el potasio, calcio, fós-
foro, hierro y numerosos oligoelementos, sobre todo acu-
mulados en suelos en anaerobiosis o microaerofilia.

Los sideróforos son moléculas de gran afinidad por  el
Fe+++ producidos por microorganismos y plantas y contri-
buyen a la toma de este elemento en ambientes de baja
disponibilidad. Proteínas de membrana permiten la entra-
da del complejo organo-metálico. En la célula éste se des-
dobla liberando el ion férrico que es oportunamente redu-
cido por enzimas microbianas y asimilado como ion ferro-
so. Estas sustancias juegan importante rol en la lucha

biológica, en la competencia por el hierro con microorga-
nismos fotopatógenos (capítulo 17).

 Cuando el complejo organo-metálico se mineraliza por
acción de heterótrofos, el hierro es liberado y precipita
como sales insolubles férricas. La reacción puede ocurrir
tanto en anaerobiosis como en ausencia de aire y es rea-
lizada por un gran grupo de bacterias, actinomicetes y
hongos.

En resumen: otros elementos además del C, N, S, P, su-
fren transformaciones en el ambiente. Formas reducidas
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Cuadro 4- Métodos de estudio en la rizosfera

� mutantes marcadas por resistencias a antibióticos,
biocidas, o por características fisiológicas

� recuentos de grupos fisiológicos  y relación R/S (den-
sidades en suelo rizosférico/ densidades en sue-
lo sin efecto radical)

� colonización de la raíz: microscopía de luz, fluores-
cente, electrónica

� determinaciones de biomasa microbiana, por re-
cuentos o muerte de propágulos y su mineraliza-
ción (CO

2
)

� empleo de elementos radioactivos: C, N, S, etc.

� modelización: diseños experimentales que predicen
los efectos de cambios en exudados, agua, etc.
sobre la población microbiana

Origen y naturaleza de
los materiales orgánicos

Se reconocen varias categorías de compuestos orgáni-
cos en la vecindad de las raíces (figura 3 y cuadro 5). Es
necesario establecer si la sustancia en cuestión es pro-
ducida por el microorganismo en cultivo puro y se  en-
cuentra a concentración fisiológicamente activa en la ri-
zosfera.

1. Exudados: compuestos de bajo peso molecular en
general solubles en agua que liberan las células hacia
espacios intercelulares y luego al suelo. Su liberación no
está mediatizada por un metabolismo. Son azúcares,
aminoácidos, ácidos orgánicos, hormonas, vitaminas. La
exudación radical se puso de manifiesto luego de aplica-
ciones foliares de sustancias con elementos radioactivos
(P32, 14CO

2
, N15, etc.)

2. Secreciones, compuestos de bajo o alto peso molecu-
lar liberados como resultado de procesos metabólicos
mediados por el aparato de Golgi  (hidratos de carbono
polimerizados, enzimas)

3. Mucílagos vegetales, son originados en el ápice de
la raíz y segregados por el Golgi, o hidrolizados de po-
lisacáridos de la pared primaria y de células del extre-
mo de la raíz, segregados por pelos capilares o produ-
cidos por degradación bacteriana de células epidérmi-
cas muertas.

4. Mucigel, se restringe este término al material gelati-
noso de la superficie de las raíces creciendo en suelos
normales, no estériles. Incluye mucílagos vegetales,
células bacterianas y sus productos metabólicos (cáp-
sulas, capas mucosas, gliocalix) así como coloides mi-
nerales y materia orgánica del suelo. El mucigel es una
zona muy importante que mantiene a las raíces y al sue-
lo en contacto y es un reservorio de nutrientes y agua de
importancia para el vegetal en épocas de sequía. Se
encuentra presente siempre en las células de ápice de
la raíz, pero su extensión a lo largo del sistema radical
es variable.

5. Lisados son los compuestos liberados por autóli-
sis de las células epidérmicas. Las paredes de estas
células son digeridas por los microorganismos que li-
beran a la rizosfera los productos de su actividad mi-
crobiana.

células epidérmicas y
corticales lisadas e
invadidas por bacterias

m.o. micílagos
vegetales y
microbianos

decamación de células

ápice de la raíz

lisiados (5)

micilagos de células
epidérmicas degradadas por
bacterias

exudados(1)

                     Raíz                Suelo             Tipo de material

Figura 3 - Materiales orgánicos en la rizosfera

micigel (4)

exudados y secreciones (1-2)

mucílago secretado por
células epidérmicas

mucílago (hidrolizado de
polisacárido de células
epidérmicas

2mm
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solución del suelo pueden alterar el estado de oxidación
de este elemento. El potencial de oxidorreducción tam-
bién determina la forma dominante: debajo de 0,2 voltios
es el ion ferroso el que predomina. Es difícil entonces, en
este elemento, determinar cuándo los procesos son bio-
lógicos o simplemente físico-químicos.

Las llamadas bacterias del hierro oxidan sales ferrosas
con generación de ATP en CTE aerobia. Precipita hidróxi-
do férrico alrededor de las células, frecuentemente en
cápsulas o vainas dando colonias floculentas que típica-
mente crecen adheridas a las paredes de tubos con me-
dio líquido. Se desarrollan de preferencia en aguas po-
bres en materia orgánica soluble, provistas de O

2
 y con

sales ferrosas o manganosas.

Los géneros más conocidos son: Sphaerotilus en cuyas
vainas se deposita óxido férrico. Pueden crecer rápidamente
como quimioheterótrofos y así se aíslan en cultivo puro. No
se conoce el rol de la deposición de hidróxido férrico: si es
un proceso de significado fisiológico y si pueden desarro-
llarse quimiautotróficamente. La quimioautotrofia es más
evidente en otra bacteria no relacionada a la anterior: Ga-

llionella que no crece en medios orgánicos y sí en medio
mineral con depósito de SFe como fuente de Fe++. Resulta
difícil obtenerla en cultivo puro. La mayoría de las colonias
algodonosas obtenidas están formadas en su mayor parte
por hidróxido férrico y las bacterias están localizadas en
ramificaciones terminales de los depósitos de Fe (OH)

3
.

Otros microorganismos comprometidos en la oxidación:
Leptothix, quimioautótrofo facultativo, puede obtener ener-
gía también de la oxidación de compuestos orgánicos;
Thiobacillus y Ferrobacillus. Obtienen energía de la oxi-
dación:

4 Fe+++ + O
2
 +  4 H+                             4 Fe+++ +  2 H

2
O

El organismo está frecuentemente recubierto por vaina
de Fe (OH)

3
 que se origina por vía biológica:

Fe
2
 (SO

4
)

3
 +   6 H

2
O                 2Fe (OH)

3
 + 3  H

2
SO

4

Muchas cepas pueden emplear en lugar de sales ferro-
sas, compuestos de azufre reducidos: Sº, S= o S

2
O

3
=. La

oxidación del hierro es realizada por sistema transporta-

dor de electrones localizado en la membrana e incluye
citocromos del tipo c y a. No se sabe si la actividad está
confinada en la membrana interna o si reside en ambas:
externa e interna. Ciertos thiobacilos (formalmente llama-
dos Ferrobacillus) son incapaces de oxidar tiosulfato, y
otros son incapaces de oxidar S=. Otras cepas que apa-
rentemente están adaptadas a crecer con glucosa, pier-
den la habilidad para crecer autotróficamente con hierro.
Esta variabilidad entre bacterias relacionadas estaría li-
gada a la presencia de un plásmido.

Microorganismos heterótrofos están también vinculados
a la oxidación y precipitación del hierro, pero resulta difícil
determinar si el proceso es biológico o físico-químico. Poco
o nada de la energía liberada es utilizada por los organis-
mos. Muchas veces el hidróxido férrico se deposita en la
superficie creando una masa compacta mezclada con
materia orgánica en desagües instalados en suelos mal
drenados. El mismo proceso ocurre en el interior de ga-
soductos produciendo serias oclusiones.

Reducción

En suelos mal drenados o sometidos a períodos de anae-
robiosis el hierro al estado ferroso se hace predominante.
El proceso de reducción del ion férrico a ferroso es casi
exclusivamente biológico, ya que no se detectan mayores
cambios en suelos estériles o con agregados de inhibido-
res metabólicos. La figura 7 muestra lo que ocurre en
ambientes sometidos a anegamiento: el potencial de óxi-
do-reducción (Eh) desciende provocando la reducción rá-
pida del hierro y del manganeso. La materia orgánica es-
timula el proceso, comparable desde el punto de vista
metabólico con la desnitrificación y la sulfatorreducción,
es decir respiraciones anaerobias con sustratos orgáni-
cos.  En medios ácidos no se requieren potenciales redox
tan bajos para solubilizar el hierro.

Otro mecanismo biológico indirecto está relacionado a la
liberación de sustancias orgánicas de carácter reductor
por parte de los microorganismos del suelo: ácidos orgá-
nicos, aldehidos, que provocarían ligera reducción del hie-
rro. El consumo de O

2
 por microorganismos aerobios, pro-

voca descenso del potencial redox del suelo y reducción
del hierro.

 ➤

 ➤
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Cuadro 5- Rizodeposición

Exudados (solubles en agua): azúcares, aminoácidos,
ácidos orgánicos, hormonas,  vitaminas

Secreciones HdeC, enzimas
Lisados autolisis  de células de paredes vegetales,

de raíces, fauna, microorganismos
Gases C

2
H

2
, CO

2
, H

2

          27% del total de la fotosíntesis

Medidas en hidroponia: 700m3/ha/año  en trigo
300m3/ha/año en cebada
1.250m3/ha/año en maíz

En estudios en hidroponia de cultivos estériles se ha cal-
culado la cantidad de materiales liberados por las raíces,
los que extrapolados a campo dan valores muy altos. Es-
tas cifras pueden representar un peso de entre 7,3 y 12,5
toneladas métricas de materia orgánica, excediendo a los
mejores rendimientos en grano. Para algunos autores
pueden representar un 27% de la masa total de la planta
(cuadro 5). En el suelo, su biodegradación y la adsorción
a los coloides, disminuyen la producción neta.

La figura 4 resume los conceptos sobre las transferencias
del carbono y su utilización en la rizosfera. El CO

2
 asimila-

do es llevado de la parte aérea a las raíces para la sínte-
sis de nuevas estructuras y puede también ser liberado
como exudados: solubles, que difunden, o bien no difusi-
bles, que permanecen en el mucigel. La degradación de
estos compuestos más resistentes explicaría un segundo
pico en la liberación del CO

2
. Un posible tercer pico en el

flujo de CO
2
 sería resultante de la degradación de restos

de células y tejidos y de la penetración de microorganis-
mos en células corticales.

                                               CO
2

                         CO
2
                            microorganismo

  raíces             exudados libres                             compuestos simples

                         mucigel       tiempo         microorganismos                     CO2

                             descamación            tiempo        microorganismos                      CO
2

                             tejidos

                                                                                   compuestos simples

Figura 4 - Flujos de carbono en la rizosfera

Las sustancias orgánicas liberadas por los vegetales se
resumen en el cuadro 6.

Cuadro 6- Compuestos encontrados en la
rizosfera de vegetales en condiciones axénicas

Aminoácidos: todos los naturales
Ácidos orgánicos: acético, butírico, cítrico, fumári-

co, glicólico, láctico, oxálico, propiónico, succínico,
tartárico, valérico

Hidratos de carbono: arabinosa, desoxiribosa, fruc-
tosa, galactosa, glucosa, maltosa, manosa, oligo-
sacáridos, rafinosa, ramnosa, ribosa, sacarosa, xi-
losa.

Derivados de ácidos nucléicos:  adenina, guanina,
citosina, timina

Factores de crecimiento: biotina, tiamina, inositol,
piridoxina, ácido p-amino benzoico, ácido nicotíni-
co

Enzimas: amilasa, invertasa, fosfatasa,
proteasa,proteasa

Antibíoticos

Bacterias: Agrobacterium tumefaciens  enfermedad
(agalla de corona)

Agrobacterium rhizogenes, Agrocina (antibíotico)
Pseudomonas fluorescens: Fenazina, controla enfer-

medad en trigo (phz- (Tn5): mutante no activa)
Hongos  Trichoderma spp   muchos metabolitos acti-

vos, Gliocadium spp   producen varios antibióticos
(patulina, pioluteorina)
Otros compuestos: auxinas, glicósidos, ácido cian-

hídrico, péptidos, saponinas, CO
2
, alcoholes, sus-

tancias quelantes, etc.

Los efectos de las mismas sobre los vegetales se pueden
resumir:

� Reguladores de crecimiento vegetal: etileno, ácido
giberélico (AG), ácido fusárico, ácido indol acético (AIA),
ácido abcísico, citoquininas, que se suman a las produ-
cidas por las plantas

� Fitotoxinas: como ácido para-amino-benzoico, ácido
cumárico, acético, butírico, HCN, H

2
S, ácido benzóico,

etc. Los ácidos alifáticos se acumulan en ambientes

 ➤  ➤
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Como más de dos tercios del P total de los suelos es or-
gánico, con picos máximos en turbas, suelos forestales
no cultivados y suelos tropicales, un ciclo muy activo ocu-
rre que posibilita el reciclaje de formas orgánicas e inor-
gánicas (mineralización-inmovilización). La mineraliza-

ción está asegurada por una micropoblación poco espe-
cífica que emplea al P en sus necesidades plásticas  y
libera  el  exceso  como  ortofosfato.

La inmovilización, proceso simultáneo y opuesto, no es
un peligro de competencia con los vegetales salvo en el
caso  de   la   incorporación   de   grandes cantidades de
rastrojos con muy bajo nivel de P%. El nivel crítico se con-
sidera 0,2% en P total y las relaciones C/P críticas son

altas (200-300/1). Un proceso muy importante lo consti-
tuye la solubilización de formas insolubles del P como
fosfato tricálcico, hidroxiapatita, etc., que es realizado por
una población inespecífica por la liberación de ácidos or-
gánicos o minerales.

Los procesos de oxidorreducción no tienen gran impor-
tancia en la naturaleza.

Las reacciones de fijación son importantes en relación a
la eficiencia de uso de los fertilizantes con P por las plan-
tas. En suelos ácidos, el fosfato es precipitado como fos-
fatos insolubles de Fe o Al, o son adsorbidos en la super-
ficie de óxidos. En suelos calcáreos, dominan los fosfatos
de Ca insolubles.

Los hongos micorrícicos pueden jugar importante rol in-
crementando la disponibilidad de fosfatos a los vegetales
(capítulo 16).

Ciclo biológico del hierro y otros elementos

Las transformaciones microbiológicas de gran número de
minerales tienen gran importancia en la recuperación de
subproductos de la minería, actuando como verdaderos
concentradores de metales que se encuentran en peque-
ñas dosis. Procesos microbianos transforman  nutrientes
minerales en formas disponibles para otras formas de vida.
El hierro sufre una serie de procesos de naturaleza físi-
ca, química o biológica y a pesar de ser uno de los princi-
pales constituyentes de la corteza terrestre, se presenta

  animales                                                                                     vegetales

Fe+++    Fe++
reducción

oxidación

m                              i          m

materia orgánica
microflora

frecuentemente en forma no disponible para los vegeta-
les como (Fe+++) y los ejemplos de carencias son frecuen-
tes. La figura 6 presenta las transformaciones de origen
biológico que ocurren entre los compuestos con hierro.

Figura 6 -  Transformaciones biológicas del hierro

Los procesos biológicos de compuestos con hierro pue-
den resumirse:

� mineralización               inmovilización

� oxidación                 reducción

(el Fe+++ precipita como hidróxido)

� solubilización              precipitación

Resultante de la actividad biológica el hierro puede ser:
precipitado en la naturaleza por acción de bacterias oxi-
dantes del Fe++, por la acción de heterótrofos que degra-
dan la fracción orgánica de complejos organo metálicos,
por la liberación de O

2
 por algas y por la creación de me-

dios alcalinos o solubilizado por la formación de ácidos,
la presencia de condiciones de reducción o por la forma-
ción de ciertos complejos.

La mineralización e inmovilización son procesos reali-
zados por variada microflora heterótrofa activa en amplios
rangos de condiciones ambientales. No se señalan casos
de problemas en la inmovilización de iones ferrosos en
parte por el hecho de que los restos vegetales requieren
este elemento en pequeñas cantidades.

Oxidación

Químicamente, el ión ferroso predomina en solución de-
bajo de pH 5 y el férrico sobre 6. Los cambios de pH de la

 ➤ ➤

   ➤ ➤

 ➤ ➤
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anaerobios (fermentación de pajas) y difunden a la ri-
zosfera. Sus efectos dependen de la longitud de la raíz
expuesta al tóxico. Por otro lado la acidez protegería a
la planta de microorganismos perjudiciales. Los ácidos
aromáticos son más tóxicos

� Antibióticos: numerosas moléculas con carácter bios-
tático y biocida son liberados por bacterias, actinomice-
tes, hongos (patulina, gliovirina,etc). Algunos microor-
ganismos como Pseudomonas fluorescens, Trichoder-

ma viride se emplean a nivel experimental como pro-
motores del crecimiento vegetal y en el control biológi-
co de microorganismos  fitopatógenos. (capítulo 17)

� Aglutininas y agentes de agregación del suelo: las
lectinas son glicoproteínas que actúan como recepto-
res reconociendo sitios de adhesión en la superficie de
la pared de raíces y de bacterias (rhizobios, azospiri-
los). Los microorganismos liberan sustancias como go-
mas, exopolisacáridos, capas mucosas, polímeros que
contribuyen a formar agregados entre partículas mine-
rales y el humus.

� Enzimas: más de 50 enzimas han sido detectadas en
la rizosfera: hidrolasas, pectinasas, ADNasas, oxidorre-
ductasas, que regulan los procesos biológicos en este
habitat

Efecto rizosférico sobre grupos microbianos

Bacterias
Numerosas revisiones ilustran sobre efectos rizosféricos
positivos. En general se admite, que son las bacterias no
esporuladas, Gram negativas, las más favorecidas. La
predominancia de especies de Pseudomonas en la rizos-
fera se explica por su alta tasa de crecimiento, latencia
reducida, por la aptitud a producir sustancias inhibidoras
en el curso del metabolismo de hidratos de carbono y por
la síntesis de pigmentos flurorescentes, frecuentemente
inhibidores de otras especies.

Las formas filamentosas ramificadas son muy abundan-
tes en la superficie de las raíces, como Corynebacterium,

Mycobacterium.

Los  requerimientos  nutricionales  de  las  bacterias  del
rizoplano y de la rizosfera difieren de las que habitan sue-
los sin vegetación.

Menos estudios se han realizado sobre los actinomi-

cetes, a pesar de que son muy abundantes y activos
en la superficie de las raíces. La mayoría de los traba-
jos están vinculados a la detección de antagonistas que
producen antibióticos contra patógenos vegetales. En
la rizosfera predominan especies de Streptomyces y

Nocardia.

Hongos
Las técnicas de recuento muestran en general un efecto
rizosférico positivo sobre este grupo (cuadro 7), aunque
menos marcado que para las bacterias. Muchos autores
sostienen que si el efecto se expresa en función de la
biomasa de ambos grupos y no en función del número de
individuos, los resultados se invertirían. En los últimos años
se ha brindado gran atención a los hongos que colonizan
la superficie de las raíces.

La colonización inicial sería realizada por una varie-
dad de especies fúngicas, habitantes del suelo, que a
los pocos días sería desplazada por una micoflora más
específica, formas típicas de la superficie de las raí-
ces, que persisten hasta la senescencia. Para la de-
tección de estos hongos es necesario lavar las raíces
vigorosamente, para eliminar las formas esporógenas,
dominantes.

Cuadro  7- Efecto rizosférico de trigo sobre grupos
microbianos (ufc g

-1
suelo)

Organismo Rizosférico No rizosférico R/S

bacterias 120  x 107 5,3  x 107 24/1
hongos 12  x 105 1  x 105 12/1
actinomicetes 49  x 106 7  x 106 7/1
protozoos 24  x 102 10  x 102 2,4/1
amonificantes  500  x 106 4  x 106 125/1
desnitrificantes 1,3  x 108 1  x 108 1.260/1

ufc= unidades formadoras de colonias
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se usan como fertilizantes, como el polvo de huesos, roca
molida. Sin embargo, estas formas insolubles del fósforo
pueden ser aprovechables por los vegetales luego de la
acción solubilizadora de una microflora variada.

Gran número de especies bacterianas, de hongos y acti-
nomicetes son capaces de solubilizar fosfato tricálcico y
otras formas insolubles y su número puede alcanzar 105 -
107/g. En la rizosfera la actividad puede ser muy intensa
como consecuencia de la activa proliferación microbiana
que puede disolver los fosfatos a lo largo de la raíz los
que son inmediatamente absorbidos.

Los ácidos pueden ser:

� orgánicos y CO
2
 (ácido carbónico) producidos por la

microflora y por las raíces

� inorgánicos, como nítrico, sulfúrico, también produci-
dos por procesos microbianos

Se aislaron microorganismos solubilizadores de fosfatos
en semillas y raíces de diferentes plantas. Un halo que
rodea a la fuente insoluble de Pi en la superficie de cajas
de Petri permite reconocer a los organismos solubilizan-
tes. La detección de la acción de hongos puede ser difi-
cultosa; el agregado de estreptomicina (50 mg/L) permite
evidenciarlos sin la interferencia de las bacterias.

Mecanismos: la quelación del calcio, hierro y aluminio
por ácidos orgánicos, la formación de complejos fosfohú-
micos y la competencia entre iones humatos y fosfatos
por superficies adsorbentes, explican la solubilización.

La figura 5 muestra los resultados de una experiencia en
la que se incorporó a un suelo azufre elemental y sulfato
de amonio y se comparó el nivel de fósforo soluble por la
absorción de este elemento en un cultivo.

Thiobacillus produce ácido sulfúrico a partir de azufre ele-
mental y se emplea en la formulación de un fertilizante
fosforado, el «biosuper», en gránulos con 5 partes en
peso de fosfato de roca molida, una parte de Sº y un inó-
culo de thiobacilo (0,1%), de gran éxito en climas muy
húmedos y resulta una alternativa en países que no pue-
den preparar superfosfato en cantidades importantes.

Figura 5 - Asimilación de P por vegetales a partir de fosfato
tricálcico

La producción de ácido nítrico por los microorganismos
nitrificantes es otra manera de incrementar la solubiliza-
ción de fosfatos, como se observa en la experiencia de la
figura 5. En condiciones anaerobias, el ácido sulhídrico
facilita la solubilización ya que se forma sulfuro ferroso
insoluble y se libera ácido fosfórico. Este proceso explica
la gran disponibilidad de fosfatos en suelos inundados de
arroz.

El efecto rizosférico favorable a la solubilización ha sido
puesto en evidencia en numerosos trabajos. La inocula-
ción de vegetales con microorganismos solubilizantes del
fósforo ha sido aplicado en algunos países que inoculan
plantines con hongos micorrícicos y bacterias solubi-

lizadoras del fósforo. En Rusia y otros países se em-
pleó mucho la inoculación de cultivos con Bacillus mega-

therium var phosphaticum (fosfobacteria) organismo con
gran capacidad de mineralizar formas orgánicas de P,
sobre todo en Mollisoles, con  incrementos  en  los rendi-
mientos  de 50-70%.

Pero luego no se continuó con esta práctica, en parte por
el hecho de que los suelos contienen buen nivel de orga-
nismos que liberan formas solubles de P a partir de for-
mas orgánicas o inorgánicas y se hace innecesario la ino-
culación con microorganismos seleccionados.

En resumen: este ciclo es complejo e incluye el almacena-
miento del P en organismos vivos, materia orgánica muerta
y formas inorgánicas. Las plantas lo absorben como orto-
fosfato, presente en la solución del suelo. Por lo que la re-
novación de esta fuente por procesos de mineralización y
solubilización, es muy importante para la nutrición vegetal.
Un concepto útil lo constituye la partición del P en el suelo
en reservas o pools, relacionadas  con la disponibilidad de
formas orgánica e inorgánicas para las plantas.

Fósforo
en los
tejidos

suelo +S°

suelo con SO
4
(NH

4
)

2

suelo solo

 0                   4                     8               12    tiempo (días)
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Algas
Este grupo ha sido poco estudiado, ya que por su carác-
ter autótrofo no es afectado directamente por los exuda-
dos radicales. Sin embargo, numerosos trabajos señalan
estimulación de algunas rizosferas sobre las algas; fenó-
meno que se ha tratado de explicar por la liberación de
factores de crecimiento, el contenido de antibióticos en la
rizosfera o por cambios en las propiedades físicas del
medio.

Las interacciones entre microorganismos tanto sinér-
gicas como antagónicas son muy afectadas a nivel de este
ambiente particular, ya que las poblaciones en altas den-
sidades se afectan intensamente compitiendo por los nu-
trientes, el espacio.

La figura 5 (Lynch, 1990) muestra la posible distribución
de diferentes tipos de microorganismos rizosféricos.

Figura 5 - Distribución de diferentes tipos de
microorganismos en las raíces

Se aprecia que el:
� tipo A: crece en espacios intercelulares dentro de la

raíz y su concentración cae abruptamente a niveles del
suelo sin cultivo, inmediatamente fuera de la raíz

� tipo B: crece en el rizoplano y su densidad cae a nive-
les basales a muy corta distancia de la superficie radi-

cal y a cero a muy corta distancia dentro de la raíz (no
es endofito).

� tipo C: organismo físicamente excluído del rizoplano
por el tipo B), pero que emplea materiales orgánicos
originados en la raíz o producidos por el organismo B),
o ambos.

� tipo D: organismo física o químicamente excluído por
los tipos B) y C), pero que emplea productos del C) o
materiales complejos de la raíz pero no usados por B) o
C) por su incapacidad de metabolizarlos o por repre-
sión catabólica en esos organismos por moléculas or-
gánicas más simples, de las plantas.

� tipo E: utiliza productos secundarios de organismos ri-
zosféricos, pero en desventaja competitiva con respec-
to a los tipos B, C y D y por lo tanto es incapaz de com-
petir por moléculas originadas en las raíces

� tipo F: microorganismos típicos del suelo, excluidos fí-
sicamente de los ambientes sobre o cerca de las raí-
ces, pero resistentes a productos o actividades de los
organismos rizosféricos (antibióticos, quelantes del hie-
rro, etc.)

� tipo G: microorganismos generales del suelo exclui-
dos de la rizosfera por actividades o productos de los
otros tipos.

Este esquema trata de representar el comportamiento de
los microorganismos en los alrededores y dentro de las
raíces, pero es evidente que alguna especie puede mos-
trar combinaciones de dos o más tipos de modelos de
distribución.

Factores que afectan el efecto rizosférico

Los efectos sobre la población del suelo varían con la es-
pecie o la variedad del vegetal. Si las líneas de una espe-
cie varían en un solo gen, sus características rizosféricas
pueden cambiar. La edad de la planta, su estado sanitario
y vigor, el tipo y posición de la raíz, y por supuesto, el tipo
de suelo y el ambiente afectan al efecto rizosférico.
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liberando inositol y ortofosfato. Los fosfatos se liberan
de a uno, dando penta, tetra, tri, di y monofosfato, para
liberar finalmente inositol libre. Esta actividad enzimáti-
ca está ampliamente distribuída entre los microorganis-
mos del suelo: hongos, bacterias, actinomicetes.

La adición de materia orgánica aumenta la actividad por
incremento de la población específica. El pH ácido y la
adsorción a arcillas limitan la degradación. Fitasas vegeta-
les  contribuyen a la degradación de la fitina y ácido fítico.

� Nucleasas: están ampliamente distribuidas y la libera-
ción de ortofosfato es rápida en el suelo a partir tanto
de ARN como de ADN. Para muchos microorganismos
heterótrofos los ácidos nucleícos pueden ser emplea-
dos como única fuente de nutrientes y de energía y la
liberación de Pi ocurre luego de la acción de enzimas
despolimerizantes.

� Fosfolipasas: los fosfolípidos más comunes en el sue-
lo como la lecitina (fosfatidil colina) y la fosfatidileta-

nolamina, liberan Pi luego de hidrólisis enzimática, la
población emplea el esqueleto orgánico de la molécula
y el P necesario, el que excede la demanda microbioló-
gica, es liberado.

Es frecuente evaluar la actividad fosfatasa incubando el
suelo con sustrato apropiado como glicerofosfato, fenil-
fosfato y se determina el ortofosfato liberado por distintos
procedimientos, como por colorimetría. La actividad es
pronunciada en la rizosfera y es afectada también por la
profundidad, la estación.

La presencia de fosfatasas y fitasas ha sido verificada en
ectomicorrizas de árboles y en endomicorrizas arbus-

culares, que absorben más P-orgánico a partir de suelos
deficientes en este elemento (capítulo 16).

Las formas más solubles son directamente asimiladas por
las plantas. Los inositol-polifosfatos son considerados re-
sistentes al ataque enzimático en el suelo por su capaci-
dad para formar derivados insolubles con hierro y alumi-
nio. Amonio y aminas pueden, sin embargo, formar com-
plejos solubles con fitatos férricos.

Los ácidos orgánicos producidos por bacterias y otros
microorganismos pueden ser también causa de liberación
de fosfatos a partir de P-orgánico.

Las bacterias y actinomicetes acumulan mayor proporción
de P (1,5-2,5%) en peso seco que los hongos (0,5-1%) o
los vegetales (0,05-0,5%). En suelos cultivados se estima
que las bacterias solas inmovilizan entre 4 y 10 kg P/ha.
Si se considera que también lo toman hongos y actinomi-
cetes, se aprecia que los valores inmovilizados son simi-
lares a los que son removidos por los cultivos.

Las relaciones críticas C/P en los restos son altas, 100 a

300/1, aproximadamente 0,2% en P.

La deficiencia puede aparecer en caso de incorporación
de grandes cantidades de restos carbonados, en donde
una fertilización puede evitar la falta de este nutriente en
los cultivos posteriores, pero en general los problemas
graves de inmovilización se presentan en contadas situa-
ciones con la incorporación masiva de rastrojos de muy
pobre contenido en fósforo.

Procesos de óxido-reducción

Poca atención se ha prestado a los procesos de óxido-
reducción llevados a cabo por la microflora del suelo en
compuestos fosforados. Este elemento, como en nitróge-
no, puede encontrarse en combinaciones desde fosfina
(P-3) a ortofosfato (P+5). Algunos microorganismos heteró-
trofos pueden asimilar fosfita (HPO

3
-2) y oxidarlo a fosfato.

En suelos húmedos, Clostridium butyricum puede reducir
fosfato a fosfita e hipofosfita. Estas reacciones son bioló-
gicas ya que no ocurren al agregar inhibidores al  suelo.
como el tolueno.

En presencia de nitrato o sulfato la reducción de fosfato
es más lenta ya que los primeros iones son empleados de
preferencia como aceptores de electrones. Como estas
reacciones no son importantes en la naturaleza, no han
recibido mayor atención y son muy pocas las referencias
bibliográficas.

Solubilización

Una proporción importante de fosfatos solubles agrega-
dos a suelos ácidos puede insolubilizarse o fijarse a coloi-
des (adsorción). Muchos suelos contienen minerales,
como la fluorapatita (Ca

10
 (PO

4
)6F

2
) o hidroxiapatita que
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Especie vegetal: algunas especies pueden estimular o
suprimir a determinado grupo microbiano, aunque los ca-
sos de inhibición son menos frecuentes. Las leguminosas
presentan, en general, mayor efecto rizosférico que los
cereales, pero pocos estudios han relacionado este efec-
to con la naturaleza de los exudados radicales. Las dife-
rencias pueden ser muy marcadas según la zona de la
raíz que se estudie. Los organismos que requieren ami-
noácidos son más numerosos en la zona apical, por tra-
tarse de una región que los libera.

Estado fenológico: el efecto rizosférico comienza a ma-
nifestarse desde la germinación de las semillas, por apor-
te de los microorganismos de la espermatósfera, los com-
ponentes de las envolturas del grano y por sus exudados.
Para algunos autores la colonización se realizará princi-
palmente a partir de los microorganismos del suelo, más
que por los de la semilla.

Los máximos de estimulación se encontraron en la flora-

ción y/o fructificación, para  luego declinar abruptamen-
te cuando comienza la senescencia de las raíces. La com-
posición de la microflora varía, proliferando los microor-
ganismos que participan en la descomposición de los teji-
dos muertos. La población no se distingue ya de la natu-
ral del suelo y poco efecto residual se mantiene para el
año próximo: el nuevo cultivo determinará la composición
de su población rizosférica.

El efecto de edad de la planta puede enmascararse por
interacciones con el ambiente. Así, variaciones en la in-
tensidad luminosa afectan la exudación y por lo tanto la
proliferación de hongos, por inhibición del grupo más sen-
sible, las bacterias.

El cuadro 8 muestra el efecto de tres cultivos, en distintos
estados fenológicos, sobre el conjunto de bacterias y ac-
tinomicetes. Se observa efecto estimulante en los últimos
estados del desarrollo vegetal.

En el caso del trébol, el efecto rizosférico fue marcado en
la floración, en el trigo menos significativo y similar en los
estados vegetativo y de formación del grano, mientras que
en la colza fue muy pronunciado desde la floración.

Suelo y ambiente: el efecto rizosférico es más pronun-
ciado en suelos livianos, arenosos. En suelos desérticos,
la rizosfera de la escasa vegetación colonizadora consti-

tuye el único ambiente en donde los microorganismos
pueden desarrollarse y las relaciones R/S son allí muy
importantes.

Cuadro8 - Efecto rizosférico sobre bacterias y
actinomicetes (x10

6
)

Cultivo Estado fenológico S R R/S

vegetativo (4 hojas) 5,2 5,3 1,0
Trébol vegetativo (6-8 hojas) 6,1 8,1 1,3

floración 5,6 318,0 56,8

germinación 5,2 6,8 1,3
Trigo vegetativo 6,1 50,3 8,2

grano en formación 5,6 52,0 9,3

vegetativo (6 hojas) 5,2 14,5 2,8
Colza floración 6,1 310,5 50,9

fructificación 5,6 491,0 87,7

La incorporación de restos vegetales o animales, la fertili-
zación, causan menos efectos en la rizósfera, la que ma-
nifiesta capacidad para mantener su equilibrio biológico.

La espermatósfera

Las semillas en germinación no realizan fotosíntesis pero
ejercen efecto en el suelo vecino al movilizar sus reser-
vas. Se considera que la espermatósfera es el origen de
iniciación del efecto rizosférico de las raíces en desarro-
llo. A su nivel ocurren múltiples interacciones entre la plan-
ta, las poblaciones microbianas y el ambiente. Los pro-
ductos liberados por |os granos son de naturaleza varia-
ble, según la edad, la especie y las características del
medio (fuentes de C, N, sustancias biológicamente acti-
vas, como vitaminas, aminoácidos, otras inhibidoras). La
liberación de exudados por las semillas es responsable
de la alta mortalidad de las mismas a causa de la sulfato-
rreducción, cuando cultivos, como el de maíz, germinan
en suelos ricos en sulfatos, compactados y saturados en
agua. Otras actividades biológicas son estimuladas, como
la solubilización de fosfatos, amonificación, celulolisis, y
ciertas actividades enzimáticas.
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de un ecosistema se encuentra en componentes vivos.
En todas las combinaciones orgánicas e inorgánicas el P
se encuentra oxidado como ortofosfato (P+5), la mayoría
de las veces como complejos con Ca, Fe y Al y minerales
silicato de modo que los vegetales, animales o microor-
ganismos no deben reducir a este elemento como lo ha-
cen con compuestos oxidados de N o S.

En suelos con pH entre 5 y 8 la cantidad de fosfato no
disociado  H

3
PO

4
 y trivalente PO

4
-3 insoluble es mínima y

prevalecen las formas solubles (H
2
PO

4
- y HPO

4
-2):

               -H+                    -H+                    -H+
H

3
PO

4
               H

2
PO

4
-                          HPO

4
-2                  PO

4
-3

              + H+                  + H+                   + H+

La mayoría del P orgánico integra moléculas húmicas

formadas a partir de fracciones orgánicas de la vegeta-
ción, de los microorganismos y animales. En general se
observa una buena correlación en los suelos entre los
contenidos de C, N y P orgánicos (aproximadamente 100/
10/1) y las relaciones C/P orgánicos varían entre 100-300/
1 y el N/P varía entre 5-20/1.

En ecosistemas naturales, el ciclo del P está prácticamente
cerrado: la mayoría del P de los vegetales es reciclado
por degradación microbiana del mantillo y restos orgáni-
cos. Es el caso de suelos forestales tropicales, casi todo
el P se encuentra  en la materia orgánica viva y muerta y
los suelos contienen muy baja cantidad de este elemento
que no permiten el desarrollo agrícola luego de la defo-
restación.

Los procesos microbianos involucrados en las transfor-
maciones del fósforo son:

� mineralización-inmovilización

�  solubilización-precipitación

Mineralización-inmovilización

Un grupo amplio de microorganismos posee las enzimas
necesarias (fosfatasas) para liberar fosfatos de molécu-

las orgánicas. Escasos estudios se han realizado con com-
puestos individuales fosforados y se cuenta con pocos
detalles sobre la descripción de la microflora involucrada.
Numerosas evidencias indican importante rol del P orgá-
nico (P-org) en la nutrición vegetal, se ha observado que
esta fracción es la que disminuye en mayor proporción,
por procesos de mineralización.

La parte del ciclo de mayor importancia para las plantas
está sumarizada en el siguiente equilibrio

P-org del suelo             Pi lábil                   P no lábil
                          muy rápido              muy lento

La mineralización del P-orgánico depende en primer lugar
de la actividad de los microorganismos, pero también de
los invertebrados, sobre todo lombrices, que ejercen im-
portante función acelerando hasta 2-3 veces la liberación
de Pi en materiales vegetales por molienda y humectación.
El flujo de P a través de la biomasa microbiana ha sido
calculado  en 4,6 kg P ha-1 año-1, del mismo orden del remo-
vido en grano y paja, en un suelo arable no abonado.

Se observa correlación entre la conversión del N y P a
formas inorgánicas (8-15 partes de N mineral/1 de fosfa-
to) y también se correlacionan la liberación de CO

2
 y la

mineralización de P (100-300 / 1); valores vinculados a
las proporciones de estos elementos en el humus.

Las fosfatasas catalizan reacciones cuyo esquema ge-
neral es:

     O         O

ROPOH + H
2
O            ROH + HOPOH

    OH                   OH

Los sustratos pueden ser: etilfosfato, glicerofosfato,

fenilfosfato. Las moléculas con diésteres (fosfolípidos,
ácidos nucleícos) requieren diferentes enzimas para su
degradación. Por comodidad, estas fosfatasas son desig-
nadas de acuerdo a los sustratos que atacan:

� Fitasas: hidrolizan la unión éster-fosfato de sales solu-
bles de ácido fítico o de sus sales de Mg o Ca: la fitina,

 ➤  ➤

 ➤

 ➤  ➤  ➤

 ➤  ➤  ➤
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La filósfera

Así como las raíces están rodeadas de una verdadera
vaina de microorganismos rizosféricos, las hojas de las
plantas presentan en su superficie poblaciones muchas
veces importantes, de bacterias, levaduras, hongos fila-
mentosos, y, en regiones tropicales húmedas, algas, lí-
quenes y hepáticas. Este hábitat está sometido a hume-
dades fluctuantes, ligadas a las precipitaciones. La trans-
piración de las hojas puede mantener un microclima algo
más húmedo que el del aire.

El desarrollo de organismos es muy abundante en las hojas
de las zonas tropicales húmedas, donde forman una pelí-
cula mucilaginosa de varias micras de espesor. La inten-
sidad luminosa, la temperatura y la naturaleza de los exu-
dados varían con el clima y la naturaleza de la planta.

Las poblaciones bacterianas de la filosfera son ricas en
especies pigmentadas: Flavobacterium, Xanthomonas,

Pseudomonas.

Levaduras, como la Rhodotorula, Sporobolomyces, po-
seen pigmentos rosados y son muy numerosas las espe-
cies de hongos. Entre las funciones microbianas más es-
timuladas en este hábitat se citan la amonificación, la fija-
ción del N

2
 y la lipolisis. La producción de antibióticos es

frecuente en las poblaciones epifitas.

Los fenómenos que se desarrollan a nivel de la filosfera
interesan mucho al fitopatólogo y al agrónomo, quienes
tienen una puerta abierta a experiencias de inoculación
con fijadores de N

2
 o con microorganismos antagónicos

de patógenos que protegen a la planta de las infeccio-
nes.

Efecto de los restos vegetales
(efecto mantillo)

Contrariamente a las formaciones vegetales anuales que
ejercen sobre la microflora del suelo una influencia limita-
da en el espacio y el tiempo, las formaciones vegetales
perennes (bosques, praderas permanentes) afectan mar-
cadamente a la microflora del suelo donde se desarrollan.
Esta acción se ejerce a nivel de los exudados, como ya

hemos analizado, por el aporte al suelo de residuos vege-
tales subterráneos (raíces) o aéreos (hojas, ramas) o de
productos diversos arrastrados por el agua a través del
follaje. Estos últimos aportes contienen elementos mine-
rales (K, Na, etc.) y orgánicos: hidratos de carbono, ami-
noácidos.

Resulta difícil separar el efecto rizosférico del efecto de
los restos sobre el suelo, puede observarse que, en el
caso de bosques, los mantillos juegan un rol preponde-
rante. Esta capa constituye para la microflora del suelo la
principal fuente de:

� energía y de elementos nutritivos que en kg C/ha/
año varían de 0,5 a 2 toneladas en bosques de zonas
templadas y frías, para alcanzar 2 a 8 toneladas en bos-
ques tropicales húmedos. Los mantillos en zona tropical
son más ricos, además, en elementos minerales y en ni-
trógeno que los de las regiones templadas.

� de sustancias estimulantes o inhibidoras: como vi-
taminas y sustancias diversas aún no bien determina-
das, que llegan al suelo. Inversamente, ciertos mantillos
liberan productos tóxicos frente a especies bacterianas
muy sensibles: bacterias nitrificantes autótrofas, fijado-
res del N

2
, y otros organismos, como los celulolíticos. La

toxicidad frente a los nitrificantes se manifiesta en for-
maciones forestales de la zona tropical húmeda o regio-
nes templadas (bosques de pino silvestre, cedro, coní-
feras). Lo mismo puede ocurrir en ciertas praderas y
bosques de coníferas, de la zona templada. Las sustan-
cias responsables serían esencialmente fenoles o com-

puestos con radicales fenólicos: ácido gálico, floro-
glucinol.

� otros efectos: modificación del pH del suelo: la ve-
getación puede elevar el pH de los horizontes superficia-
les, por concentración de sustancias básicas. Pero más
frecuentemente, la vegetación acidifica el suelo, caso de
bosques de coníferas. Si ésta no es excesiva, la microflo-
ra fúngica, que en conjunto es indiferente al pH, puede
indirectamente ser estimulada, por reducción de la com-
petencia de otros organismos. Si se bajan una o dos uni-
dades de pH, se puede observar efecto depresivo en la
actividad biológica, más marcado si se acompaña de sus-
tancias tóxicas hidrosolubles
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En resumen: la rizósfera, la espermatósfera y la filósfera
son áreas donde se liberan materiales orgánicos que pue-
den alterar la diversidad microbiana e incrementar el nú-
mero de microorganismos, la actividad microbiana y las
interacciones entre los microorganismos con las semillas,
las raíces y el suelo adyacente. La comunidad microbiana
en la rizósfera puede afectar el crecimiento vegetal en for-
ma benéfica, neutra o perjudicial, afectando la salud, vi-
gor y productividad vegetal. Los desafíos implican com-
prender el funcionamiento de la interfase suelo-raíz, sue-
lo-semillas, superficie de hojas, a los efectos de lograr
dominar el funcionamiento de los microorganismos, incre-
mentar el desarrollo vegetal y reducir los impactos de los
sistemas de manejo del suelo en el ambiente.

Se requieren avances en: la identificación de los factores
que controlan la colonización radical, una mayor compren-
sión de la ecología microbiana en estos ambientes, para
lo cual las técnicas de la llamada Ecología Genética, re-
sultan muy útiles, en la identificación y seguimiento de
microorganismos en particular.

Las prácticas  de inoculación con numerosos microorga-
nismos que han logrado instalarse y actuar en la rizósfe-
ra, espermatósfera y en la superficie de las hojas, como
los fijadores de nitrógeno libres y simbióticos,  bacterias y
hongos controladores de plagas vegetales, solubilizado-
res de fósforo, hongos micorrícicos, etc. demuestran que
es posible dirigir esta colonización con éxito.
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Preguntas de repaso

1) Señale dos ejemplos de efectos: i) benéficos y ii) perju-
diciales, de los microorganismos sobre las plantas y
cómo los pondría en evidencia

2) Idem, pero efectos de los vegetales sobre los microor-
ganismos

3) ¿Por qué es la rizosfera una región del suelo con activi-
dad microbiana incrementada?

4) ¿Por qué resulta la espermatósfera otra importante área
de estudio?

5) Rol de las distintas sustancias orgánicas liberadas en
la rizosfera.

6) ¿Cómo podemos distinguir la rizosfera, el rizoplano y
la superficie de las raíces?

7) ¿Mediante cuales mecanismos las poblaciones micro-
bianas pueden tener carácter  benéfico, neutro o per-
judicial?

8) ¿Qué factores afectan la colonización radical?
9) Señale dos técnicas para evaluar el efecto del cultivo

de cierta variedad de tomate sobre los microorganis-
mos del suelo.
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� el empleo de N15 confirma los resultados y con el uso de
variedades no nodulantes de la leguminosa en estudio
se puede  conocer la fracción de nitrógeno del cultivo
que proviene del aire, del suelo y de otras fuentes (Ba-
rea, 1991). En el campo, se incorpora un fertilizante
marcado (ejemplo sulfato de amonio enriquecido con
N15 y en lugar de isolíneas no fijadoras se puede em-
plear controles no fijadores (soja no inoculada en sue-
los sin rhizobio específico, o sorgo). El N fijado se cal-
cula por la ecuación:

N fijado = 1 - % átomos N15 en exceso en plantas fijadoras
               % átomos N15 en exceso en plantas no fijadoras

� la reducción del acetileno a etileno por la nitrogenasa,
a pesar de las limitaciones señaladas en el capítulo 11,
se emplea para comparar sistemas simbióticos

Las leguminosas

Las plantas de la familia de las Leguminosas o Legumino-

seae (cuadro 3) son muy numerosas (entre 16.000 y 19.000
especies). También se la designa como Fabaceae o Faba-
les. De origen tropical arborescente cuyos más recientes
derivados son pequeñas matas o hierbas de las regiones
templadas. Representan la tercera familia de plantas de flor,
superadas por las Compositae y las Orchidacea. Desde su
origen en el Cretáceo superior, en condiciones tropicales hú-
medas, fueron extendiéndose a otras condiciones climáticas.

Grupo muy diversificado  en el plano taxonómico con 3
sub-familias: Caesalpinoideae, Mimosoideae y Papilionoi-

deae.  No todas las especies están noduladas: cerca del
20% de las Papilionoideae (unas 3.400 especies) se han
analizado por su aptitud para nodular.

Cuadro 3- Las leguminosas

700 géneros, 16 a 19.000 spp    distribución cosmopolita
Origen: trópico (120 millones de años)
Árboles, arbustos o hierbas 3 subfamilias

Mimosoideae: leñosas, zonas áridas, frías (menor tamaño)
Madera (Prosopis),  taninos (Acacia), ornamentales: Ca-

lliandra, espinillo, mimosas, timbó, forraje: Leucaena

Caesalpiniodeae: leñosas  Usos: taninos/tinturas (Caesal-

pinia); ornamentales (Cassia, Peltophorum dubium (ibira-

pitá), Bauhinia

Papilionoideae (Faboidea) 12.000spp economía humana,
de grano, forrajes, madera, medicina, industria, textiles

El cuadro 4 muestra la característica de nodulación en las
subfamilias. Se observa que el 48% de los géneros han
sido examinados por la nodulación, y el 86% se encontra-
ron nodulados.

En las Mimosoideae y Papilionoideae, el 90 y 97%, res-
pectivamente, poseen especies noduladas, mientras que
en Caesalpinioideae sólo el 23% de los géneros exami-
nados evidenciaron habilidad para nodular.

Los siguientes son los géneros que poseen el mayor nú-
mero de especies noduladas: en Mimosoideae, Acacia

(217); en Papilionoideae, Indigofera (194), Crotalaria

(145),Trifolium (141), Astragalus (102), Tephrosia (95),
Desmodium (76), Vicia (65) y Aspalathus (60); en Caesal-

pinioideae, Cassia (99).

Una de las principales características que evidencian el ca-
rácter evolutivo de la leguminosas se relaciona con las modi-
ficaciones en su forma y tamaño: desde árboles tropicales
muy altos, pasando por arbustos , a trepadoras leñosas, hier-

Cuadro 4 - Nodulación en las leguminosas

Subfamilia         Nº géneros     Nº géneros analizados      Nº especies      Nº especies analizadas

+ +/- - total + +/- - total

Mimosoideae 66 18   8   5 31 2900 351   37 388
Caesalpinoideae 177 13 13 39 65 2800  72 6 180 258
Papilionoideae 505 241 14 14 169 14000 2316 46 2462
Total 748 272 35 58 365 19700 2839 6 263 3108
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Las células en simbiosis presentan también más bajo con-
tenido de gránulos de cianoficina que representan reser-
vas de nitrógeno con ácido aspártico y arginina en rela-
ción 1/1 molar. Los gránulos de polifosfatos son abun-
dantes en simbiosis. Las ficobiliproteínas constituyen
reservas de nitrógeno, además de actuar como pigmen-
tos accesorios en el fotosistema II.

La luz es necesaria para la fijación. Los líquenes toleran
condiciones extremas: en regiones de Suecia y Noruega,
la fijación ocurre a OºC y los organismos sobreviven a
heladas prolongadas y a la sequedad, aunque no fijan N

2

hasta que se rehumedecen. Constituyen la vegetación
principal de ambientes extremos como piedras, zonas are-
nosas, facilitando luego la colonización por otros microor-
ganismos. La cianobacteria posee escasa actividad de
glutamino sintetasa, bloqueando parcialmente la ruta
primaria de asimilación de NH

3
, que es liberado y transfe-

rido al hongo.

Se citan niveles de fijación de nitrógeno de 25-50kgN/ha/
año para cianobacterias en vida libre,  12 a 21kgN/ha/año
para asociaciones con Gunnera, 300 en Azolla y 40-40kgN/
ha/año, en líquenes.

Fijación de nitrógeno por simbiosis
nodulares

Asociaciones rhizobio-leguminosa
Bacterias heterótrofas conocidas como rhizobios se aso-
cian en estructuras nodulares fijadoras de N

2
 en legumi-

nosas (figura 2), contribuyendo de manera fundamental a
la fertilidad del suelo, a la producción de alimentos para el
hombre y animales y a la economía de fertilizantes nitro-
genados, ya que muchas de las leguminosas son autosu-
ficientes en sus requerimientos en nitrógeno.

La bibliografía sobre este tema es enorme y los estudios se
amplían fuera de las leguminosas cultivadas: alfalfa, maní,
soja, poroto, vicia, tréboles, etc., hacia leguminosas indíge-
nas y hacia las arbóreas, cuyo empleo en forestación en
suelos degradados ofrece una enorme perspectiva.

Luego del aislamiento del rhizobio por Beijerinck, en 1888,
los trabajos sobre esta bacteria y sus asociaciones con

leguminosas se han incrementado rápidamente. Boussin-
gault puso en evidencia en 1838 la capacidad de las legu-
minosas en emplear el N

2
 atmosférico, pero, solamente

50 años más tarde, Hellriegel y Wilfarth demostraron de
manera indiscutible que sólo las leguminosas noduladas
pueden hacerlo y que el lugar de fijación eran los nódu-
los.  Luego de estas clásicas experiencias se pudo com-
probar fehacientemente que el lugar de fijación son los
nódulos y que los microorganismos se encuentran en el
suelo o deben inocularse.

Figura 2- Leguminosa nodulada. Arriba: raíz con numerosos
nódulos, Abajo: corte de nódulo con zona colonizada con

bacteroides, coloreada de rojo por la leghemoglobina

Para determinar la fijación de N
2
 en un sistema simbió-

tico de manera rápida y sencilla:

� se compara el tenor de nitrógeno en leguminosas no-
duladas con el de las no noduladas cultivadas en au-
sencia de nitrógeno combinado
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En la naturaleza, las poblaciones microbianas raramente
se presentan aisladas. En ciertos hábitats, como por ejem-
plo en la vecindad de las raíces, en restos de materia or-
gánica, en aguas o cuando se incorporan al suelo restos
de cosechas, fertilizantes, etc., los componentes de la
comunidad son afectados significativamente por sus ve-
cinos. Dada la proximidad estrecha de los organismos
cuando sus densidades son altas, las interacciones entre
organismos son importantes en esos ambientes.

Son precisamente estas interacciones entre habitantes de
una comunidad y las interrelaciones entre los organismos
y su ambiente abiótico químico y físico, las que regulan la
composición de la microflora y la microfauna de un eco-
sistema.

Se establece un equilibrio dinámico, resultante de las
interacciones biológicas y no biológicas. Este equilibrio
se mantiene en un ecosistema dado, y la capacidad para
mantener la estabilidad de una comunidad en un medio
ambiente variable es denominada homeostasis. Al cam-
biar las condiciones del medio, entran en juego mecanis-
mos autorreguladores o reacciones homeostásicas para
reestablecer las relaciones existentes previamente.

Dos o más poblaciones pueden interactuar con tres con-
secuencias:

Poblaciones Efecto Interacción

A            B 0 neutralismo
+ sinergismo
- antagonismo

A pesar de la estrecha proximidad en que puedan encon-
trarse dos o más especies que coexisten en el espacio o
en el tiempo, pueden no afectarse mutuamente. El neu-

tralismo es evidente in vitro cuando las velocidades de
crecimiento y las densidades finales de dos poblaciones
son semejantes. La demostración del neutralismo in vivo

es más difícil. Es probable que ocurra cuando las densi-
dades de las poblaciones son bajas, el aporte de nutrien-
tes abundante y son satisfechos los requerimientos para
el desarrollo de las poblaciones, de modo que no interac-
túen para los nutrientes, el espacio, etcétera, pero cuan-
do el ambiente comienza a modificarse por la actividad
biológica o cuando el aporte de nutrientes comienza a dis-
minuir, las especies comienzan a interactuar.

Se distinguen tres tipos de asociaciones sinérgicas, a
pesar de que las líneas de demarcación no son siempre
nítidas y están muy afectadas por el ambiente:

� comensalismo : un organismo se beneficia mientras
que el otro no es afectado

� protocooperación, simbiosis nutricional, o mutua-

lismo, en donde el beneficio es mutuo, sin llegar a pre-
sentar carácter obligatorio

� simbiosis verdaderas, en las cuales los integrantes se
benefician en situaciones en que ninguno de ellos po-
dría realizar una función vital o sobrevivir

Las interacciones antagónicas presentan un carácter
perjudicial para una parte de la población e incluyen la:

� competencia por los nutrientes (C, N, S, P, etc.), el es-
pacio, luz, O

2
, CO

2

14 Interacciones entre microorganismos

 ➤ ➤
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La evaluación de la FBN por Azospirillum en la rizosfera
de numerosos cultivos de interés agronómico se ha incre-
mentado en los últimos años, pero su importancia agro-

nómica es actualmente menor que lo que se preveía.
En resumen

� La producción de sustancias promotoras del crecimien-
to vegetal parece ser el principal mecanismo. La coloni-
zación bacteriana ocurre principalmente en la mayoría
de las especies vegetales estudiadas en la zona de elon-
gación de las raíces

� Azospirillum estimula la densidad y longitud de pelos
capilares, la velocidad de aparición de raíces latera-
les y la superficie radical (Okon, 1994). La intensi-
dad de estos efectos depende de la especie vegetal
y del cultivar y de la concentración del inóculo de
Azospirillum.  En muchos ensayos el óptimo fue de
alrededor de 1.l07 unidades formadoras de colonias
(ufc)/semilla-1 o plántula-1

�  La inoculación  con Azospirillum afecta la concentra-
ción de ácido 3-indol acético y 3-indol butírico libres, así
como las velocidades específicas de respiración y acti-
vidades de enzimas del ciclo de los ácidos tricarboxíli-
cos y de la glicólisis en raíces de maíz y otras plantas.
Esto contribuye a que las raíces tomen más agua y nu-
trientes minerales que favorecen un mayor crecimiento
de las plantas inoculadas

� El efecto de la inoculación parece evidenciarse princi-
palmente en los estados tempranos del desarrollo ve-
getal, durante las primeras semanas luego de una co-
rrecta colonización de las raíces

� La evaluación de datos acumulados en los últimos 20
años indica que la inoculación a campo Azospirillum,
puede incrementar el crecimiento de importantes culti-
vos (Okon y Labandera, 1994).

Empleo de las cianobacterias como
biofertilizantes

Desde la década de los sesenta se informan en Japón
resultados de inoculación en suelos inundados de arroz

(cuadro 2). La contribución a la economía del nitrógeno
en suelos de la zona templada no sería tan importante,
pues son muy afectadas por la desecación.

Nostoc, Anabaena, mantienen su efecto estimulante lue-
go de la esterilización, y se piensa que su acción se debe
a sustancias del tipo de las citoquininas, más que a auxi-
nas y/o giberelinas, más termolábiles.

 La práctica de la inoculación se va popularizando, los
cultivos son fáciles de propagar en agua con sales mine-
rales a la luz y su transporte se facilita si se mezclan con
arena y se secan. Los productores comienzan a propagar
sus inóculos en piletas vecinas a los cultivos de arroz. El
cuadro 2 muestra en a) el efecto de la inclusión de Azolla

en el crecimiento y contenido de N en plantas de arroz,
con y sin período seco en el cual el helecho se seca y
muere y en b) la inoculación con Tolypothrix en el agua de
riego en el mismo cultivo.

En la mayoría de los suelos agrícolas de zonas templa-
das, el aporte en N por cianobacterias no es muy alto,
en parte por los requerimientos de luz y humedad. Ade-
más muchas veces la superficie de los suelos se dese-
ca por largos períodos de tiempo. Una irrigación oportu-
na favorece la práctica de inoculación. Son muy emplea-
das en cultivos inundables, como es el caso del arroz.

Cuadro 2 - Manejo del cultivo de arroz con Azolla (a) y
Tolyothrix (b)

a)                                                     Arroz por maceta

tratamiento agua peso seco (g) N total(mg)

testigo continuo 37 221
c/sequía 40 240

c/Azolla continuo 43 316
c/sequía 49 465

b)

condición                    rendimiento           % de incremento

suelo mal testigo 45
drenado inoculado 60 33
suelo drenado testigo 30

inoculado 38 26
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� el amensalismo: una especie es perjudicada por otra
que libera sustancias químicas como ácidos orgáni-
cos o minerales, toxinas, bacteriocinas, antibióticos,
enzimas

� predación, que implica el ataque directo de una espe-
cie sobre otra, con la muerte de la presa

� parasitismo, por el cual un organismo se alimenta de
células, tejidos o fluidos de otro organismo, usualmente
mayor, llamado hospedante, el que es injuriado, pudien-
do incluso morir

Interacciones sinérgicas

Comensalismo
Constituye una interacción muy común en la naturaleza,
en donde los procesos de degradación de moléculas com-
plejas son realizados por lo general por poblaciones mix-
tas (cadenas alimenticias), cada una de las cuales ofrece
a las otras un sustrato más simple. El organismo que reci-
be el beneficio se denomina comensal y la relación es
con frecuencia, pero no necesariamente, casual, ya que
gran número de especies puede colaborar, existiendo poca
especialización entre los asociados.

Algunos ejemplos implican una estrecha unión física en-
tre ellos, en otros casos no se requiere proximidad entre
los individuos. Ejemplos de esta asociación:

Modificación de un sustrato: una población convier-
te un sustrato no disponible para otra población en un
producto que puede ser asimilado y usado como nu-
triente:

� bacterias celulolíticas y Azotobacter spp en suelos que
han recibido aportes de restos vegetales

� Nitrosomonas y Nitrobacter, en medio rico en amonio

� degradación de polímeros como celulosa, almidón, qui-
tina, sustancias pécticas, lignina, pesticidas: intervienen
primero poblaciones especializadas que permiten el de-
sarrollo posterior de otras que emplean moléculas más
simples (cadena alimenticia).

sustrato A                sustrato B                 productos finales

                   org. a                      org. b

� Liberación de sustancias bióticas: los factores de cre-
cimiento son sintetizados por algunos microorganismos
y su excreción permite la proliferación de auxótrofos (que
los requieren pero no los pueden sintetizar). Así, mu-
chos aislamientos a partir del suelo o aguas no crecen
en los medios corrientes de laboratorio si no se los pro-
vee de ciertos aminoácidos, vitaminas, o bases púricas
o pirimídicas.  En el laboratorio se puede observar fá-
cilmente este tipo de interacción: en un medio nutricio-
nalmente inadecuado, las colonias de un organismo de
interés se desarrollan en la vecindad de colonias de
especies que excretan los nutrientes requeridos por la
primera especie (colonias satélites).

     org a                 vitamina B                 org b (comensal)

* En aguas: algas auxótrofas para numerosas vitaminas
se asocian con bacterias heterotróficas productoras de
vitaminas

* En el rumen, se da coexistencia de organismos exigen-
tes y otros que producen y liberan factores de creci-
miento (capítulo 18).

� Remoción de factores inhibidores: una especie me-
taboliza toxinas u otros factores inhibidores, permitien-
do, entonces, la multiplicación de su asociado. Las va-
riaciones del pH o del Eh, la remoción del O

2
, la reduc-

ción de la presión osmótica, los cambios en los niveles
de nutrientes por la actividad biológica, son causas de
beneficio para el comensal

Ejemplos:

� organismo sensible a un biocida y otro que lo degrada

                                                   org. b

org. a        enzimas        sustrato         productos finales

                                       antibiótico  inactivado

� aerobio y anaerobio dentro de un agregado en suelo
aireado

 ➤ ➤

 ➤ ➤

 ➤ ➤  ➤
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� Nutrientes: el nivel de N combinado fácilmente asimi-
lable en el suelo (amonio y/o nitrato) afecta este pro-
ceso. Se tiende a la selección y empleo de mutantes
de diazotrofos resistentes a altos niveles de N mineral
y que además excreten rápidamente el amonio fijado.
Una ligera fertilización en la siembra (10-30 kg N/ha)

es empleada en gramíneas, en suelos pobres. El es-
tablecimiento del cultivo estimula la FBN rizosférica
que contribuye con parte de la demanda en nitrógeno.
Fósforo, molibdeno, hierro, inciden en el funcionamien-
to de la nitrogenasa. El fósforo actuaría más bien a
nivel del vegetal.

� Gases: es bien conocido el efecto del O
2
 en la enzi-

ma. En general, la rizosfera de la mayoría de los culti-
vos presenta baja pO

2
, alto nivel de CO

2
 y suficiente

N
2
, que nunca es limitante, como para favorecer la fi-

jación.

� pH: ciertas rizosferas presentan pH demasiado bajo
para el desarrollo de diazotrofos neutrófilos, como el
Azotobacter.

� Pesticidas, la aplicación de altas dosis de herbicidas y
fungicidas puede afectar las densidades de estas bac-
terias. Alta inhibición de la actividad nitrogenasa se en-
contró en rizosferas de numerosos cultivos.

Inoculación

Desde la década de los sesenta,  se citan en la bibliogra-
fía incrementos en los rendimientos de maíz y trigo de un
10 a un 20% al inocularlos con Azotobacter spp. El tema
ha sido retomado en la década de los setenta, donde se
citan aumentos de materia seca sobre el control de un
66% al inocular Digitaria decumbens y Pannicum maxi-

mum con Azospirillum. En mijo perla, la inoculación con
40 kg N/ha/año produjo materia seca equivalente a una
fertilización con 80 kg N/ha/año, a los 70 días de creci-
miento. Una ligera fertilización nitrogenada en la siembra
favorece la fijación rizoférica.

En algunos ensayos se obtiene más respuesta en los tes-
tigos regados con el filtrado acelular de los diazotrofos,
indicando que los efectos pueden explicarse por la pro-
ducción de sustancias reguladoras del crecimiento vege-
tal por estos organismos.

Se observan: cambios en la morfología radical de plan-
tas inoculadas, aumento del número de raíces laterales
profusamente cubiertas con pelos radicales.

Se han identificado giberelinas del tipo A
1
, A

3
 e iso-A

3
 en

cultivos de A. ipoferum (Bottini et al, 1989) y la inoculación
en maíz incrementó el peso seco, la densidad de pelos
radicales y la longitud total de la raíz, con efecto similar al
agregado de 40 pg/mL de GA

3
 y 2000 pg/mL de AIA.

Para verificar estos efectos se trabaja con mutantes de
espirilos sin nitrogenasa funcional, pero capaces de ela-
borar sustancias del tipo de las fitohormonas, para incluir-
las en las parcelas control.

Estos microorganismos son empleados como inoculan-
tes en zonas agrícolas de distintas partes del mundo, en
maíz, arroz, cultivos hortícolas, trigo, yute, algodón, caña
de azúcar (Urquiaga, Döbereiner, 1991), solos o en com-
binación con fertilizantes (González-Lopez, 1992).

El cuadro 1 muestra el efecto de inoculación (I) de maíz
con tres cepas de Azospirillum en suelo Haplustol, de
Argentina. Además de un incremento en los rendimien-
tos similar a la fertilización (N) con 60 kg N-urea/ha en
los tratamientos inoculados, se apreció importante de-
sarrollo de raíces y persistencia de altos niveles de inó-
culo (108 células.g-1 raíz en la cosecha ) (Fulchieri y
Frioni, 1994).

Cuadro 1 - Inoculación de maíz con Azospirillum

en Río Cuarto, Argentina (datos en cosecha)

N-urea Inoculada Testigo

Peso seco parte 90,84a 79,16a 46,19b
aérea (g/planta)
Peso seco 34,00 65,50 26,93
raíz (g/planta)
log

10
 Nº 5,82b 8,03a 4,55b

Azospirillum/g raíz
Nº granos por espiga 333 359 109
Peso seco
granos(kg/ha) 4122a 4447a 2792b

Dos o más tratamientos señalados con la misma letra no di-
fieren por Tuckey 5%.
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� mesófilo y alcalinizante en ambiente ácido

� superficies adecuadas para la proliferación: un macro o
microorganismo puede resultar  una superficie adecua-
da para la colonización por el comensal, brindándole
ventaja ecológica.

� es frecuente observar bacterias que se desarrollan so-
bre algas, adhiriéndose a los organismos fotótrofos (ec-

tocomensalismo).

Un organismo puede proveer hábitat favorable para su
desarrollo a otro, el comensal no perjudica ni beneficia al
organismo que lo alberga (endocomensalismo). Estas
relaciones derivan ocasionalmente hacia el parasitismo.

Como se observa, estas asociaciones son muy frecuen-
tes en la naturaleza y explican la existencia de organis-
mos exigentes en el plano nutricional en ambientes po-
bres, como en suelos o aguas.

En medios acuáticos, son muy importantes las asociacio-
nes entre algas y otros microorganismos, como bacterias,
actinomicetes y hongos, quienes estimulan el desarrollo
de los fotótrofos por la excreción de factores de crecimien-
to, liberando CO

2
, o aportando productos de la minerali-

zación del nitrógeno, etc.

Figura 1- ComeΩΩnsalismo: adhesión de células de
Caulobacter  a Bacillus (arriba) y con Azotobacter (abajo),
que usan materiales orgánicos segregados, en ambientes

acuáticos.

Crecen lentamente y esta ventaja les permite competir con
otros quimiheterótrofos en la naturaleza. Muchas veces se
observan al microscopio células bacterianas completamente
rodeadas de un ectocomensal, que se adhiere específica-
mente, en general en forma perpendicular a la célula (figu-
ra 1). Se fijan a organismos muy variados, como algas ver-
des y cianobacterias, diatomeas y bacterias no relaciona-
das, de cuyas excreciones se nutren.

Protocooperación

Estas relaciones involucran beneficio mutuo para dos o
más especies y presentan carácter bastante laxo, es de-
cir que la existencia de cada integrante de la asociación
en un ambiente no requiere una especie particular, sino
que muchos integrantes de la población pueden brindarle
los requisitos para su crecimiento. Los organismos que
interactúan bajo ciertas condiciones ambientales, pueden
proliferar independientemente, en otras condiciones.  Se
las denomina también mutualismo no obligatorio, simbio-
sis nutricional o sintrofismo.

Se reconocen algunas categorías de protocooperación:

� síntesis y degradación de macromoléculas: polisacári-
dos como la celulosa, lignina, etc. son degradados por
cultivos mixtos.

� un organismo provee una fuente de energía a su pareja
y ésta le aporta algún nutriente esencial

� cada integrante de la pareja excreta un factor de creci-
miento sin el cual el asociado no puede desarrollarse

              A  tiamina-             B  tiamina+

                  riboflavina+             riboflavina -

Los organismos A y B pueden crecer juntos en ambientes
pobres ya que cada organismo excreta el factor de creci-
miento requerido por el otro. La figura 2 muestra el desa-
rrollo de organismos aislados de la leche: en medio defi-
ciente en fenil-alanina (aminoácido) y ácido fólico (vitami-
na), ni Streptococcus faecalis ni Lactobacillus arabinosus

se desarrollan, ya que el primero requiere ácido fólico y el
segundo fenilanina. El cultivo mixto permite el desarrollo
de ambos.

Lillian Frioni256

Figura 1- Fijación biológica de N
2
 en la rizosfera de arroz y efecto de factores edáficos, climáticos y del cultivo
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nia, Argentina. Se determinó efecto estimulante de la ri-
zosfera de sorgo, maíz, mijo perla y mijo común sobre
Azotobacter, Azospirillum y Clostridium en el campo, so-
bre todo en los dos períodos más críticos en N para los
cultivos: floración y grano al estado lechoso.

Se postula la existencia de lectinas que unirían específi-
camente los espirilos a los pelos capilares de ciertas gra-
míneas. En presencia de nitrógeno combinado, la bacte-
ria sólo se asocia al mucigel del ápice y a células epidér-
micas no diferenciadas.

Ecología de las asociaciones rizosféricas

A diferencia de las asociaciones nodulares, estas asocia-
ciones rizosféricas, llamadas también  simbiosis asociati-
vas o  rizocenosis, se encuentran muy afectadas por las
fluctuaciones del ambiente, que impide muchas veces una
fijación acorde a las necesidades del vegetal. La figura 1
presenta la compleja serie de requerimientos que deben

reunirse para favorecer la fijación del N
2
 en la rizosfera de

arroz.

Algunos de los factores que afectan la fijación del nitróge-
no a nivel rizosférico son:

� Fotosíntesis: la provisión de hidratos de carbono y otras
sustancias a nivel radical está gobernada por el tipo y la
intensidad de la fotosíntesis. Experiencias con cultivos
evidencian abrupta caída de la actividad nitrogenasa
cuando las plantas se sombrean, o se corta la parte
aérea; aunque se ha observado en algunas experien-
cias otro pico en horas de la noche, a expensas de las
reservas carbonadas.

� Factores físicos: como es de suponer, una excesiva hu-
medad o extrema desecación afectarán de gran manera a
este proceso. La temperatura es otro de los factores que
inciden limitando el proceso cuando los umbrales térmicos
son muy bajos o muy altos. Rangos entre 18 y 30ºC se
citan como óptimos para cultivos en zona templada.
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� cada integrante puede aportar fragmentos de la molé-
cula de un factor de crecimiento, como la vitamina B

1
 o

tiamina: A (tiazol+ y piramidina-) y B (tiazol- y pirimidi-
na+), la pareja sintetiza la tiamina formada por tiazol y
pirimidina, requerida por ambos.

� un heterótrofo produce CO
2
 para un alga, quien a su

turno libera el O
2
 necesario para el primero

� una población destruye una toxina que perjudica a su
asociado y éste, libre del inhibidor, aporta un compues-
to necesario para la especie

� Azotobacter y celulolíticos en ambientes pobres en ni-
trógeno y ricos en pajas. El primer organismo le brinda
el nitrógeno fijado vía excreción y el segundo hidratos
de carbono simples

Figura 2 - Asociacación sinérgica entre Lactobacillus

arabinosus y Streptococcus faecalis

El cuadro 1 señala la importancia de este tipo de asocia-
ciones en biodigestores rurales, donde una sucesión de
microorganismos asegura la degradación de la materia
orgánica en anaerobiosis y la liberación final de metano
(capítulo 21). Un grupo de organismos libera hidrógeno,
necesario para el accionar del otro grupo, que lo consu-
me. A su vez, el segundo grupo mantiene concentración
baja de H

2
 y promueve la fermentación de los ácidos

grasos y la producción de H
2
  que regula el funciona-

miento del biodigestor.  Esta asociación se denomina
también sintrofia.

Cuadro 1- En biodigestores anaerobios (sintrofismo)

Syntrobacter           ác. propíonico             acetato + CO
2
  + H

2

Methanospirillum   4H
2
 + CO

2
                         CH

4
 + 2 H

2
0

Simbiosis

Involucran relaciones bastante duraderas en las cuales
dos o más especies viven en inmediata proximidad y ob-
tienen beneficios mutuos de su interacción. En un hábi-
tat dado, la simbiosis resulta casi siempre de carácter
obligatorio, para que los simbiontes realicen sus fun-
ciones vitales. Algunos biólogos emplean el término mu-

tualismo para referirse a estas asociaciones y recono-
cen las simbiosis mutualísticas, en donde ambos inte-
grantes se benefician, y las simbiosis parásitas, en las
cuales un integrante se beneficia pero el otro no se afec-
ta, o a veces sufre perjuicio más o menos severo (no
usaremos en este texto esta acepción). Consideraremos
a las simbiosis cuando al menos un integrante de la aso-
ciación obtuvo algún beneficio.

Los límites de separación de ambas resultan a veces difí-
ciles de determinar. Además, el ambiente puede ejercer
profundos cambios en las relaciones, de modo que una
asociación que comenzó siendo mutualística puede vol-
verse parásita, o viceversa.

Algunas simbiosis involucran microorganismos entre sí,
otras incluyen microorganismos con insectos, plantas y
animales superiores. Analizaremos solamente aquellas
entre microorganismos, muchas veces no distinguibles
fácilmente por el tamaño submicroscópico de la mayoría
de los integrantes.

� líquenes, la simbiosis más conocida entre un alga o una
cianobacteria y un hongo: ficobionte y micobionte. Los
líquenes son considerados nuevos organismos con es-
tructura externa diferente a la de los simbiontes, con exis-
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15
Fijación biológica de N2 en la rizosfera

y en asociaciones nodulares

Fijación de N2 en la rizosfera

La eficiencia de la fijación de organismos heterótrofos
evaluada en medios de cultivo estáticos, es baja: 10 a

50 mg N fijado/g sustrato carbonado consumido. Así,
para fijar 100 kg N/ha/año se requeriría el metabolismo
de aproximadamente 10 toneladas de materia orgánica,
muy difícil de reunir en suelos sometidos a agricultura
tradicional.

La fijación biológica del nitrógeno (FBN ) es favorecida en
ambientes como la rizosfera, región del suelo donde la
actividad microbiana es modificada por la presencia de
las raíces, la filosfera, superficie de las hojas y la esper-

matosfera, zona del suelo afectada por la presencia de
semillas y granos. (capítulo 13).

La actividad  de los diazotrofos es más eficiente en estos
ambientes por:

*  los aportes de sustratos carbonados a partir de los

productos de la fotosíntesis que actúan como esque-
letos carbonados y fuentes de energía

*  el microambiente con baja pO
2
, que permite el accio-

nar de la N
2
asa

*  la transferencia de los productos de la fijación (ami-
noácidos, ureídos, proteínas)  fuera de la zona de fija-
ción,  hacia las hojas, frutos, evitando así los efectos
inhibitorios sobre el proceso.

Desde el primer informe sobre la estrecha asociación en-
tre Azotobacter paspali y ecotipos tetraploides de Paspa-

lum notatum de la variedad batatais  realizado por el gru-
po de Döbereiner al comienzo de los años 70, en Brasil,
numerosos trabajos señalan estimulación en la rizosfera
de cultivos de interés económico, como cereales, gramí-
neas forrajeras, por especies de Azotobacter, Beijerinc-

kia, Azospirillum, Bacillus, Clostridium, etc. (Döbereiner,
Pedrosa, 1987; Döbereiner et al, 1992).

Se reconocen varios mecanismos de promoción del cre-
cimiento vegetal por estos organismos:

� fijación biológica del N
2

� liberación de fitohormonas y estimulación de la ex-

creción de las mismas por la raíz colonizada

� protección frente a microorganismos fitopatógenos

En las décadas del 70 y del 80 se afirmaba que la  FBN
era la principal causa  de estimulación del crecimiento
vegetal, pero las determinaciones de actividad de la nitro-
genasa no evidenciaron niveles muy altos en rizosferas
de cereales y otros cultivos y los ensayos con N15   seña-
laron incrementos entre 10- 50 kgN.ha-1.año-1.

La contribución de los otros mecanismos  señalados es
reconocida y evaluada en los ensayos de inoculación.
Otras bacterias han sido descriptas en la bibliografía como
estimuladas en la rizosfera: Bacillus spp., Clostridium spp.
en suelos de arroz y trigo; bacterias sulfatorreductoras,
en suelos inundados de arroz; Bacillus y Enterobacter cloa-

cae en pasturas de Agrostis tenuis, trigo y festuca. Espe-
cies de Azotobacter fueron estimuladas en cultivos de maíz
y trigo y Azospirillum en pasturas naturales de la Patago-
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tencia independiente y funciones fisiológicas propias.  La
simbiosis ocurre bajo condiciones adversas para cada
uno de los integrantes: bajo contenido en materia orgáni-
ca, temperaturas desfavorables, sequedad, etc.: el hon-
go obtiene materia carbonada de la fotosíntesis del alga,
y ésta se beneficia con el aumento de la superficie de
absorción y del agua retenida en la hifas (figura 3).

Figura 3- Líquenes. Arriba: partes de un líquen, hifas fúngicas
y componente algal, abajo: liquen sobre soporte sólido.

Muchos líquenes poseen una cianobacteria fijadora de N
2
,

constituyéndose en importantes colonizadores de suelos
pobres, desérticos, o muy fríos.

� levaduras como Lypomyces starkey estimulan el creci-
miento y fijación del N

2
 de Beijerinckia indica. Se des-

cribe esta asociación como una simbiosis.

� algas y protozoarios: algunos fotoautótrofos viven y
se mantienen como simbiontes en los protozoos, de
los cuales obtienen nutrientes y un ambiente protec-
tor, incluso algunos no pueden desarrollarse fuera del
hospedante. Una pequeña bacteria denominada Ka-

ppa ha sido descripta como endosimbionte de un pro-
tozoo Paramecium aurelia, es requerida para su mul-
tiplicación y ha sido liberada del hospedante por mé-
todos físicos o químicos.

� protozoarios flagelados (Cyanophora y Peliana) y el
ameboide Paulinella han sido descriptos en asociación
con una cianobacteria denominada Cyanellae, la cual
se mantiene perfectamente regulada en el protozoo, con
divisiones celulares balanceadas: el hospedante alber-
ga dos células de la cianobacteria (sin pared) que en la
división se reparten en cada célula hija.

El simbionte favorece a su pareja por varios mecanismos:

� aumento de la velocidad de crecimiento: el protozoo
con el alga específica crece más rápidamente que sólo.
Estimulación de la actividad metabólica (respiración, etc.)

� fuentes de C por la fotosíntesis: las algas en simbio-
sis en líquenes, o en protozoos o invertebrados acuáti-
cos o con plantas, fotosintetizan en exceso para sus
necesidades y satisfacen así los requerimientos de sus
asociados. La capacidad de muchos paramecios para
desarrollarse en medio inorgánico en la luz cuando es-
tán asociados a un alga clorofícea, explica esto

� conversión de nutrientes no disponibles para el sim-
bionte en disponibles, por ejemplo los celulolíticos en el
rumen, protozoos en el tracto digestivo de termites, que
se alimentan de los productos de las fermentaciones
microbianas

� generación de CO
2
 para la fotosíntesis, o la produc-

ción de O
2
 para el simbionte por acción de la actividad

fotosintética.

� provisión de factores de crecimiento, utilización de
metabolitos tóxicos, protección contra altas intensidades
luminosas, desecación, parásitos, son otros de los me-
canismos involucrados, en las asociaciones simbióticas.

alga

hongo

Lillian Frioni254

Bottomley, P. J. Microbial Ecology, En: Principles and

Applications of Soil Microbiology, 1998,  Sylvia, Fu-
hrmann, Hartel y Zuberer: (eds), Prentice Hall, Lon-
dres

Madigan, Martinko, Parker. Brock, Biología de los mi-

croorganismos. 2000. Prentice Hall International.
Killham, K. Soil Ecology. 1994, Cambridge  University

Press. Cambridge, Londres
Prescott, Harley, Klein. Microbiología, 1999, Mc Graw-

Hill Interamericana

Preguntas de repaso

1) ¿Cómo se explica la presencia de microorganismos exi-

gentes nutricionalmente en ambientes pobres como
el agua del océano?

2) ¿A qué se denomina comensal?  Explique la participación
de estos microorganismos en el proceso de degradación
de macromoléculas por un consorcio microbiano?

3) ¿Por qué no son tan comunes las asociaciones simbió-
ticas entre procariotas? Describa alguna

4) Al introducir un microorganismo en un suelo, éste pue-
de desaparecer. Analice las causas de origen biológi-
co y explique cómo podría determinar la causa real de
este fenómeno

5) ¿Por qué un microorganismo puede llegar a producir
un antibiótico?

6) ¿Cual es el mayor problema que enfrenta hoy día la
industria farmaceútica?
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Como vimos, las simbiosis varían según los autores por
el grado de unión entre los participantes (ecto o endosim-
biosis), el beneficio logrado, el grado de dependencia (sim-
biosis facultativa-obligada) y la duración de la misma: en
general involucran la mayor parte de la vida de los partici-
pantes.

La elección de la pareja no es en general un hecho ca-
sual, se reconoce cierta especificidad, distinguiéndola de
la protocooperación. La asociación es eminentemente
exitosa y esto explica su amplia distribución en ecosiste-
mas marinos, en el cuerpo de animales, en hojas, raíces,
suelos, aunque algunos autores reconocen simbiosis con
efectos negativos (parasitismo).

Interacciones antagónicas

Al introducir un inoculante biológico, con rhizobios,  Fran-

kia, bacterias solubilizadoras de fosfatos, en ambientes
densamente colonizados como el suelo, es frecuente ob-
servar que la población no logra sobrevivir y desaparece.
Como vimos, cada microorganismo requiere de un con-
junto de condiciones nutricionales y ambientales que le
permiten desarrollarse.

Las interacciones antagónicas pueden explicar la desapa-
rición o disminución significativa de algún organismo de
interés cuando las condiciones físico- químicas son las
adecuadas.

Competencia

En ambientes naturales, suelo, aguas, los sustratos ener-
géticos y los nutrientes son por lo general limitantes como
para mantener altas poblaciones microbianas, las que in-
teractúan compitiendo por los sustratos: se habla de com-

petencia nutricional. Si, excepcionalmente, el ambiente
es rico en nutrientes, la competencia puede ejercerse por
el espacio, la luz, etcétera.

Este tipo de interacción ejerce un profundo impacto en la
sucesión de microorganismos, en la selección natural y
en la composición de las comunidades microbianas.  Po-
demos hablar de competencia interespecífica o intraes-

Especie A sola o en mezcla

log
10

 N º
Células/mL

9

8

7

6

5

Especie B sola

B creciendo con A

3                6                 9              12      Horas

pecífica, según se realice entre organismos de la misma
o diferente especie.

La figura 4 esquematiza la competencia en medio líqui-
do entre dos bacterias. El mejor competidor es en gene-
ral el que presenta menor tiempo de generación, se mul-
tiplica a la misma velocidad en cultivo puro y en mixto,
aunque su densidad final es frecuentemente menor en
cultivo mixto. El otro organismo crece a igual velocidad
en cultivo puro o mixto, pero su velocidad de crecimien-
to disminuye cuando la primera especie metaboliza el
nutriente limitante.

En el suelo, uno de los principales factores limitantes es
el carbono, y la competencia por este elemento se hace
evidente cuando la densidad de la población es alta. Al
agregar sustancias carbonadas fácilmente metabolizables,
se observa el levantamiento de la inhibición de la pobla-
ción de débil poder competitivo.

El cuadro 2 muestra el efecto del agregado de glucosa y ni-
trato de potasio en la competencia entre un hongo y una bac-
teria, en suelo neutro. Se aprecia que la competencia fue al
inicio por el carbono, pero cuando éste es aportado se mani-
fiesta la limitante del otro nutriente esencial, el nitrógeno.

En la figura 5 se esquematiza el desarrollo del hongo en
el caso en que el carbono asimilable es suficiente. Como
se observa, en general aparece la deficiencia por el nitró-
geno. El modelo experimental es suelo estéril inoculado
simultáneamente con el hongo y la bacteria.

Figura 4 - Modelo de competencia entre bacterias en medio
líquido
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Fagos: son los más conocidos parásitos de las bacterias,
actinomicetes, cianobacterias, que pueden causar su lisis
o lisogenizarlas al incorporarse a su  ADN (capítulo 5).

Algunos virus son muy específicos, otros presentan un
carácter más polivalente. A pesar de ser aislados de la
mayoría de los suelos agrícolas, es improbable que sean
los responsables de la desaparición de inóculos impor-
tantes de bacterias como rhizobios, cianobacterias, etc.
Los virus que atacan hongos han sido estudiados, aun-
que se conoce menos su distribución en la naturaleza.

Predación

En este antagonismo el período de contacto es general-
mente corto y la presa es muerta y digerida rápidamente.
El predator vive, por lo general, libre, es mayor en tama-
ño que su presa y presenta menor especificidad en sus
hábitos alimenticios.

Constituye una de las más dramáticas interacciones en-
tre microorganismos en la naturaleza. Las bacterias son
los organismos más expuestas al ataque de predatores,
sobre todo protozoos, algas, hongos. El predator exhibe,
por lo general, hábitos alimenticios fagotróficos, ingiriendo
organismos vivos, a pesar de que algunos predatores li-
san la presa y asimilan sólo los constituyentes solubles.
Muchos protozoos viven toda su vida como fagotrofos,
alimentándose de millones de bacterias por cada ciclo
celular. La presa, sin embargo, no desaparece completa-
mente, existe un equilibrio dinámico: el cambio en un gru-
po conduce a cambios cuali y cuantitativos en el otro y la
población bacteriana atacada estimula su metabolismo y
se divide más rápidamente, evitando en muchos casos su
total extinción.

Muchas bacterias son resistentes a la predación, excre-
tando toxinas inhibidoras de los protozoos, pigmentos o
formando estructuras más resistentes a condiciones ad-
versas y a la predación, como los cistos. La habilidad de
la bacteria para mantener sustanciales poblaciones de-
pende de su constante multiplicación en presencia del
protozoo, por lo que ciertas bacterias no se reducen por
los protozoos debajo de cierta densidad crítica, en el sue-
lo y en medio líquido.

Existe evidencia de que los protozoos predatores acele-
ran procesos bioquímicos, incluyendo la descomposición
de la materia orgánica, como consecuencia del hecho de
que los protozoos evitan que las bacterias alcancen un
número muy grande que resultaría autoinhibitorio. Se las
mantiene, además, en estado prolongado de alta activi-
dad metabólica.

Los protozoos pueden predar también a pequeñas algas,
hongos, a pesar de que en este caso la presa es de ma-
yor tamaño. Se piensa que los protozoos consumen bac-
terias si éstas están suficientemente próximas, de modo
que la energía ganada en la predación es mayor que la
requerida para predarlas. Cuando el número de bacterias
cae a valores en los que la energía requerida por el proto-
zoo para encontrar a su presa es igual o mayor que la que
obtienen como alimento, entonces el protozoo cesa de
predar, y se reproduce.

Como vimos, las interacciones antagónicas pueden con-
ducir a una disminución importante e incluso al fracaso de
prácticas agrícolas, como la inoculación de semillas y el
suelo con organismos de interés en la fijación del N

2
, so-

lubilización de fosfatos, control biológico de microorganis-
mos fitopatógenos, etc. La predación se encuentra entre
las causas más importantes.

En resumen: las relaciones tanto benéficas como an-
tagónicas entre microorganismos permiten explicar he-
chos aparentemente contradictorios, como son la pre-
sencia de microorganismos exigentes nutricionalmen-
te en ambientes pobres, como el agua de mar u océa-
no, a supremacía de ciertos agentes en situaciones
desfavorables, el control biológico que se ejerce sobre
microorganismos patógenos o deletéreos de plantas.
Los suelos contienen una enorme diversidad de pobla-
ciones microbianas y  aun ignoramos muchos de los
factores que controlan la composición de esas pobla-
ciones.
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Figura 5- Competencia por el nitrógeno entre un hongo y una
bacteria

Cuadro 2 - Efecto de aportes de glucosa y nitrato
en la asociación Agrobacterium radiobacter y

Fusarium oxysporum

Glucosa% KNO3% Fusarium solo Fusarium +

Agrobacterium

0 0 2,8 1,2
0,25 2,9 1,0
0,50 3,1 0,8
2,5 2,8 2,9

1 0 5,5 2,1
0,25 5,2 1,9
0,50 5,4 1,9
2,5 5,4 5,0

3,0 0 5,3 1,8
0,25 5,2 1,8
0,50 5,4 2,0
2,5 5,2 5,2

Los competidores más efectivos de este hongo fitopa-
tógeno son organismos con requerimientos nutritivos
simples.

La capacidad de un organismo para competir está go-
bernada por una serie de factores:

� alta velocidad de crecimiento: las especies que usan
los nutrientes limitantes rápidamente poseen sin duda
ventajas sobre las de crecimiento lento

� tolerancia a factores abióticos: la facilidad de crecer
en condiciones extremas, en bajas o altas temperatu-

ras, altas intensidades luminosas, bajos niveles de hu-
medad, brindan al organismo ventaja ecológica indu-
dable

� tolerancia a fluctuaciones del ambiente: de tempera-
tura, niveles hídricos, intensidad luminosa, etc.

� capacidad de multiplicarse a bajas concentraciones

de nutrientes limitantes, propiedad de pocas especies,
como algunas algas que crecen bien a concentraciones
muy bajas de nitratos o fosfatos, y hongos que apare-
cen como contaminantes en medios sin N combinado y
que pueden usar trazas de nitrógeno orgánico conteni-
das en los productos químicos.

� eficiencia en el uso de nutrientes limitantes: son fa-
vorecidos aquellos organismos que pueden sintetizar
citoplasma con niveles bajos de nutrientes asimilables

� requerimientos de factores de crecimiento: en am-
bientes pobres, organismos prototrofos poseerán ven-
taja frente a un auxótrofo para estas sustancias

� capacidad para sintetizar y almacenar sustancias de
reserva y emplearlas cuando el aporte de nutrientes dis-
minuye

� capacidad de desplazarse hacia áreas en donde el ni-
vel de nutrientes limitantes es mayor (quimiostasis)

Cuando materiales orgánicos se incorporan al suelo o
aguas, los primeros colonizadores son en general las

bacterias con alta actividad metabólica y los hongos,
con esporas que germinan fácilmente.

En ambientes acuáticos, es posible observar competen-
cia por la luz; la masa de fitoplancton limita la difusión de
las radiaciones. El CO

2
 y el O

2
, poco soluble en el agua,

provocan también fenómenos competitivos entre heteró-
trofos aerobios, sobre todo en aguas contaminadas con
residuos orgánicos.

En regiones áridas, la competencia por el agua ejerce im-
portante rol en la sucesión de especies. La competencia

por el espacio resulta más difícil de demostrar. Además, las
observaciones en microscopia electrónica de barrido en fi-
nos cortes de suelo, muestran la existencia de amplias zo-
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Se distinguen los:

endoparásitos, que habitan dentro de un organismo, como
los bacteriófagos, los actinófagos, etc., y otros microorga-
nismos que viven dentro de hongos, algas, etc. y los

ectoparásitos que se localizan  externamente en sus
hospedantes, menos frecuentes entre microorganismos.

Una pequeña bacteria, de forma de vibrio, llamada Bde-

llovibrio, es parásita obligada de bacterias Gram negati-
vas, entre ellas rhizobios, llegando incluso a su lisis.  Su
ciclo de vida es muy particular: se desplazan a gran velo-
cidad, colisionan con las células que van a atacar por su
extremo no flagelado y un orificio en la pared producido
por enzimas permite al parásito penetrar, el que se ubica
en el espacio entre pared y membrana (figura 8) (Prescott
et al., 1999). La rotación permanente ayuda a debilitar la
pared.

La membrana no es atravesada por el parásito pero se
vuelve porosa y la célula se lisa. En la superficie de cajas
de Petri con la especie hospedante, Bdellovibrio forma
placas líticas, similares a las producidas por infección por
fagos.

No han sido descriptos muchos parasitismos entre bacte-
rias.

Los hongos sufren el ataque de numerosos parásitos,
sobre todo de otros hongos en estructuras como clami-
doesporas, esclerocios, oosporas de especies de Penici-

llum, Rhizoctonia, Thrichoderma, Glioclodium. Muchas
especies sobreviven por su alta velocidad de reproduc-
ción, aunque las esporas pueden sufrir graves daños cuan-
do son atacadas durante largos períodos por los parási-
tos.

Muchos hongos pueden penetrar en líquenes, afectando
a los componentes de la asociación.

Los protozoos son parasitados también por varios tipos
de bacterias y algunos hongos, llegando a veces a su li-
sis, por digestión de las paredes celulares.

En el parasitismo actúan enzimas extracelulares o anti-
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bióticos provocando heterolisis, o bien puede ocurrir una
autolisis, por enzimas producidas por la propia célula o
hifa parasitada.

El agregado de materia orgánica promueve la germina-
ción de esporas y cuerpos en reposo, se favorece el de-
sarrollo de las hifas, las que son atacadas más fácilmente
por los antagonistas en el suelo, contribuyendo a la de-
clinación de la infección por el fitopatógeno (lucha bio-

lógica). Asi, clamidosporas de Fusarium solani se lisan
en suelos enriquecidos con quitina y laminarina, al esti-
mularse el desarrollo de bacterias y actinomicetes quiti-
nolíticos.

Figura 8- Parasitismo por Bdellovibrio. Arriba, esquema del
proceso en una bacteria gram negativa. Abajo: microscopía

electrónica de la bacteria y su parásito
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nas sin colonizar, indicando que aparentemente habrían es-
casas limitaciones espaciales para el desarrollo de microor-
ganismos. Aunque esta limitación podría ocurrir a nivel de
microporos, donde una pequeña partícula de materia orgáni-
ca estimula la proliferación de células y micelio fúngico que
puede obstruir rápidamente el microhabitat.

Este tipo de interacción antagónica es una de las más
difíciles de demostrar en comunidades naturales y se re-
curre a modelos con suelo estéril y la inoculación simultá-
nea de los organismos sospechosos de interactuar.

Amensalismo

Resulta de la producción por una especie microbiana, el
antagonista, de sustancias:

� inhibidoras (microbiostáticas)

� tóxicas (microbicidas) con o sin lisis (microlíticas) de
células o filamentos de especies muy próximas.

Las sustancias pueden ser de:

� baja especificidad: actúan sobre gran número de micro-
organismos, como por ejemplo, los ácidos minerales u
orgánicos, alcoholes, detergentes. Son efectivas a altas
concentraciones. Inhibidores inorgánicos como el H

2
O

2
,

NH
4
+, NO

2
-, CO

2
, H

2
S, NO

3
- son producidos por procesos

biológicos y pueden alcanzar concentraciones que lle-
gan a ser inhibidoras o tóxicas para especies sensibles.
Compuestos orgánicos como los ácidos grasos, alcoho-
les, son sintetizados por una multiplicidad de especies y
pueden ser inhibidores, en ambientes donde su degra-
dación es lenta (ácido láctico en alimentos).

� altamente específicas, como en el caso de antibióti-
cos, sulfas, toxinas, enzimas, las que actúan a muy ba-
jas concentraciones.

Antibióticos

Son metabolitos secundarios, productos de desecho libe-
rados por bacterias, actinomicetes, hongos, que juegan

importante rol en la lucha biológica en ambientes natura-
les (capítulo 4).

Brindan supremacía a la especie productora y contribu-
yen a determinar el tamaño de una comunidad, gober-
nando además la sucesión de especies.  Estas interac-
ciones explican la eliminación de ciertos patógenos para
el hombre y vegetales, el control de hongos fitopatógenos
cuando se incorpora al suelo restos orgánicos, o la des-
aparición de bacterias extrañas que llegan al rumen.

Detección: cuando una suspensión diluida de suelo o mues-
tras de agua se siembran en la superficie de medio rico,
muchas de las colonias aparecen rodeadas de un halo de
inhibición, donde no crece otro organismo (figura 6) (Madi-
gan et al., 2000). La colonia produce una sustancia difusi-
ble en el agar, presumiblemente un antibiótico, que inhibe o
mata a especies sensibles a concentraciones muy bajas.

Se confirma esta presunción aislando el microorganismo
y sembrándolo en otra caja en forma de línea recta. Lue-
go de 2-3 días se siembran perpendicularmente a estas
líneas, varios organismos para probar su especificidad.
La supresión del crecimiento a distancias variables de la
cepa productora refleja la sensibilidad frente a la sustan-
cia inhibidora (figura 7) (Madigan et al., 2000).

Figura 6 - Microorganismos productores de antibióticos
evidenciados en medio de cultivo
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Rol en la naturaleza: durante mucho tiempo se sostuvo
que los antibióticos eran un fenómeno de laboratorio ya
que las concentraciones requeridas para dañar a otro or-
ganismo se alcanzaban raramente en la naturaleza.La
sustancia debe desplazarse desde el organismo produc-
tor hacia la especie sensible, pudiendo ser degradada o
adsorbida.  Estas controversias han sido superadas y se
piensa que los antibióticos juegan un rol muy importante
en el equilibrio biológico del suelo, siendo sobre todo
activos a nivel de microagregados, donde la densidad
microbiana puede ser muy alta y las células están en es-
trecha proximidad.

Modo de acción: su composición química y modo de
acción son muy variados: actúan a nivel de membranas,
pared, ribosomas, interfiriendo metabolismos bioenergé-
ticos o sintéticos (actividad respiratoria, síntesis protei-
ca, etc.).  Es frecuente la aparición de resistencias en-
tre las especies sensibles, quienes mutan o cambian la
estructura sensible de modo que el antibiótico no la re-
conoce, o sintetizan enzimas que rompen o desnaturali-
zan al antibiótico, como la penicilinasa. En general, la
resistencia está codificada en plásmidos y puede per-
derse con éstos, que a su vez pueden transferirla a or-
ganismos sensibles.

Enzimas extracelulares producidas por muchos micro-
organismos que ocasionan la lisis de organismos sensi-
bles. La quitinasa, producida por bacterias y actinomice-
tes lisa las paredes de hongos al actuar sobre la quitina.
La glucanasa actúa sobre la microflora y microfauna (ne-
mátodos).

La competencia y la antibiosis explican el fenómeno
de micostasis o inhibición de la germinación de espo-
ras fúngicas. La fungiostasis es la inhibición, sin lle-
gar a la muerte, de hongos (hifas, conidios, esclero-
cios, ascosporas). Se han reconocido algunas toxinas,
antibióticos y compuestos volátiles como responsables
de la inhibición de la proliferación de estas estructu-
ras, aun en condiciones de abundancia de nutrientes.
En ciertas situaciones este fenómeno puede resultar
beneficioso para muchos patógenos vegetales, ya que
si germinaran cuando su hospedante no está próximo,
serían eliminados por la población nativa por compe-
tencia o amensalismo.

Sembrar microorganismo productor de
antibiótico en un lado de la placa

Incubar para permitir crecimiento y
producción de antibiótico

Antibiótico difunde en agar

Incubar para permitir crecimiento
Zona donde hubo crecimiento

Zonas de inhibición del crecimiento
de microorganismos sensibles al
antibiótico

Siembra entrecruzada con
microorganismos

Masa celular de Streptomyces

Figura 7- Espectro de acción de un antibiótico

Parasitismo

Un parásito es un organismo que se nutre a partir de célu-
las, tejidos o fluidos de otro organismo, usualmente mayor,
llamado hospedante, el que generalmente es injuriado en
el proceso. El parásito es dependiente en alto grado del
hospedante, a expensas del cual se nutre y con el que se
mantiene en contacto físico y metabólico íntimo durante
considerable fracción de su vida. Muy pocos organismos
están libres del ataque de parásitos microbianos. Resulta
muchas veces difícil determinar las líneas de demarcación
entre parasitismo e interacciones relacionadas, sobretodo
la predación y el parasitismo, ya que ambos implican bene-
ficio para unos y perjuicio para otros organismos.

Numerosos parásitos mantienen contacto prolongado y
se alimentan por largo período de su hospedante y pue-
den atacar un rango estrecho de organismos.  Hay espe-
cies que viven independientemente, como saprofitas y en
ciertas oportunidades como parásitas, son los parásitos

facultativos. Los obligados, por el contrario, deben vivir
en las células, tejidos o fluidos de un organismo durante
gran parte de su ciclo de vida.
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nas sin colonizar, indicando que aparentemente habrían es-
casas limitaciones espaciales para el desarrollo de microor-
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microporos, donde una pequeña partícula de materia orgáni-
ca estimula la proliferación de células y micelio fúngico que
puede obstruir rápidamente el microhabitat.

Este tipo de interacción antagónica es una de las más
difíciles de demostrar en comunidades naturales y se re-
curre a modelos con suelo estéril y la inoculación simultá-
nea de los organismos sospechosos de interactuar.

Amensalismo

Resulta de la producción por una especie microbiana, el
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células o filamentos de especies muy próximas.
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Compuestos orgánicos como los ácidos grasos, alcoho-
les, son sintetizados por una multiplicidad de especies y
pueden ser inhibidores, en ambientes donde su degra-
dación es lenta (ácido láctico en alimentos).

� altamente específicas, como en el caso de antibióti-
cos, sulfas, toxinas, enzimas, las que actúan a muy ba-
jas concentraciones.

Antibióticos

Son metabolitos secundarios, productos de desecho libe-
rados por bacterias, actinomicetes, hongos, que juegan

importante rol en la lucha biológica en ambientes natura-
les (capítulo 4).

Brindan supremacía a la especie productora y contribu-
yen a determinar el tamaño de una comunidad, gober-
nando además la sucesión de especies.  Estas interac-
ciones explican la eliminación de ciertos patógenos para
el hombre y vegetales, el control de hongos fitopatógenos
cuando se incorpora al suelo restos orgánicos, o la des-
aparición de bacterias extrañas que llegan al rumen.

Detección: cuando una suspensión diluida de suelo o mues-
tras de agua se siembran en la superficie de medio rico,
muchas de las colonias aparecen rodeadas de un halo de
inhibición, donde no crece otro organismo (figura 6) (Madi-
gan et al., 2000). La colonia produce una sustancia difusi-
ble en el agar, presumiblemente un antibiótico, que inhibe o
mata a especies sensibles a concentraciones muy bajas.

Se confirma esta presunción aislando el microorganismo
y sembrándolo en otra caja en forma de línea recta. Lue-
go de 2-3 días se siembran perpendicularmente a estas
líneas, varios organismos para probar su especificidad.
La supresión del crecimiento a distancias variables de la
cepa productora refleja la sensibilidad frente a la sustan-
cia inhibidora (figura 7) (Madigan et al., 2000).
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Rol en la naturaleza: durante mucho tiempo se sostuvo
que los antibióticos eran un fenómeno de laboratorio ya
que las concentraciones requeridas para dañar a otro or-
ganismo se alcanzaban raramente en la naturaleza.La
sustancia debe desplazarse desde el organismo produc-
tor hacia la especie sensible, pudiendo ser degradada o
adsorbida.  Estas controversias han sido superadas y se
piensa que los antibióticos juegan un rol muy importante
en el equilibrio biológico del suelo, siendo sobre todo
activos a nivel de microagregados, donde la densidad
microbiana puede ser muy alta y las células están en es-
trecha proximidad.

Modo de acción: su composición química y modo de
acción son muy variados: actúan a nivel de membranas,
pared, ribosomas, interfiriendo metabolismos bioenergé-
ticos o sintéticos (actividad respiratoria, síntesis protei-
ca, etc.).  Es frecuente la aparición de resistencias en-
tre las especies sensibles, quienes mutan o cambian la
estructura sensible de modo que el antibiótico no la re-
conoce, o sintetizan enzimas que rompen o desnaturali-
zan al antibiótico, como la penicilinasa. En general, la
resistencia está codificada en plásmidos y puede per-
derse con éstos, que a su vez pueden transferirla a or-
ganismos sensibles.

Enzimas extracelulares producidas por muchos micro-
organismos que ocasionan la lisis de organismos sensi-
bles. La quitinasa, producida por bacterias y actinomice-
tes lisa las paredes de hongos al actuar sobre la quitina.
La glucanasa actúa sobre la microflora y microfauna (ne-
mátodos).

La competencia y la antibiosis explican el fenómeno
de micostasis o inhibición de la germinación de espo-
ras fúngicas. La fungiostasis es la inhibición, sin lle-
gar a la muerte, de hongos (hifas, conidios, esclero-
cios, ascosporas). Se han reconocido algunas toxinas,
antibióticos y compuestos volátiles como responsables
de la inhibición de la proliferación de estas estructu-
ras, aun en condiciones de abundancia de nutrientes.
En ciertas situaciones este fenómeno puede resultar
beneficioso para muchos patógenos vegetales, ya que
si germinaran cuando su hospedante no está próximo,
serían eliminados por la población nativa por compe-
tencia o amensalismo.
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Parasitismo

Un parásito es un organismo que se nutre a partir de célu-
las, tejidos o fluidos de otro organismo, usualmente mayor,
llamado hospedante, el que generalmente es injuriado en
el proceso. El parásito es dependiente en alto grado del
hospedante, a expensas del cual se nutre y con el que se
mantiene en contacto físico y metabólico íntimo durante
considerable fracción de su vida. Muy pocos organismos
están libres del ataque de parásitos microbianos. Resulta
muchas veces difícil determinar las líneas de demarcación
entre parasitismo e interacciones relacionadas, sobretodo
la predación y el parasitismo, ya que ambos implican bene-
ficio para unos y perjuicio para otros organismos.

Numerosos parásitos mantienen contacto prolongado y
se alimentan por largo período de su hospedante y pue-
den atacar un rango estrecho de organismos.  Hay espe-
cies que viven independientemente, como saprofitas y en
ciertas oportunidades como parásitas, son los parásitos

facultativos. Los obligados, por el contrario, deben vivir
en las células, tejidos o fluidos de un organismo durante
gran parte de su ciclo de vida.
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Figura 5- Competencia por el nitrógeno entre un hongo y una
bacteria

Cuadro 2 - Efecto de aportes de glucosa y nitrato
en la asociación Agrobacterium radiobacter y

Fusarium oxysporum

Glucosa% KNO3% Fusarium solo Fusarium +

Agrobacterium

0 0 2,8 1,2
0,25 2,9 1,0
0,50 3,1 0,8
2,5 2,8 2,9

1 0 5,5 2,1
0,25 5,2 1,9
0,50 5,4 1,9
2,5 5,4 5,0

3,0 0 5,3 1,8
0,25 5,2 1,8
0,50 5,4 2,0
2,5 5,2 5,2

Los competidores más efectivos de este hongo fitopa-
tógeno son organismos con requerimientos nutritivos
simples.

La capacidad de un organismo para competir está go-
bernada por una serie de factores:

� alta velocidad de crecimiento: las especies que usan
los nutrientes limitantes rápidamente poseen sin duda
ventajas sobre las de crecimiento lento

� tolerancia a factores abióticos: la facilidad de crecer
en condiciones extremas, en bajas o altas temperatu-

ras, altas intensidades luminosas, bajos niveles de hu-
medad, brindan al organismo ventaja ecológica indu-
dable

� tolerancia a fluctuaciones del ambiente: de tempera-
tura, niveles hídricos, intensidad luminosa, etc.

� capacidad de multiplicarse a bajas concentraciones

de nutrientes limitantes, propiedad de pocas especies,
como algunas algas que crecen bien a concentraciones
muy bajas de nitratos o fosfatos, y hongos que apare-
cen como contaminantes en medios sin N combinado y
que pueden usar trazas de nitrógeno orgánico conteni-
das en los productos químicos.

� eficiencia en el uso de nutrientes limitantes: son fa-
vorecidos aquellos organismos que pueden sintetizar
citoplasma con niveles bajos de nutrientes asimilables

� requerimientos de factores de crecimiento: en am-
bientes pobres, organismos prototrofos poseerán ven-
taja frente a un auxótrofo para estas sustancias

� capacidad para sintetizar y almacenar sustancias de
reserva y emplearlas cuando el aporte de nutrientes dis-
minuye

� capacidad de desplazarse hacia áreas en donde el ni-
vel de nutrientes limitantes es mayor (quimiostasis)

Cuando materiales orgánicos se incorporan al suelo o
aguas, los primeros colonizadores son en general las

bacterias con alta actividad metabólica y los hongos,
con esporas que germinan fácilmente.

En ambientes acuáticos, es posible observar competen-
cia por la luz; la masa de fitoplancton limita la difusión de
las radiaciones. El CO

2
 y el O

2
, poco soluble en el agua,

provocan también fenómenos competitivos entre heteró-
trofos aerobios, sobre todo en aguas contaminadas con
residuos orgánicos.

En regiones áridas, la competencia por el agua ejerce im-
portante rol en la sucesión de especies. La competencia

por el espacio resulta más difícil de demostrar. Además, las
observaciones en microscopia electrónica de barrido en fi-
nos cortes de suelo, muestran la existencia de amplias zo-
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endoparásitos, que habitan dentro de un organismo, como
los bacteriófagos, los actinófagos, etc., y otros microorga-
nismos que viven dentro de hongos, algas, etc. y los

ectoparásitos que se localizan  externamente en sus
hospedantes, menos frecuentes entre microorganismos.

Una pequeña bacteria, de forma de vibrio, llamada Bde-

llovibrio, es parásita obligada de bacterias Gram negati-
vas, entre ellas rhizobios, llegando incluso a su lisis.  Su
ciclo de vida es muy particular: se desplazan a gran velo-
cidad, colisionan con las células que van a atacar por su
extremo no flagelado y un orificio en la pared producido
por enzimas permite al parásito penetrar, el que se ubica
en el espacio entre pared y membrana (figura 8) (Prescott
et al., 1999). La rotación permanente ayuda a debilitar la
pared.

La membrana no es atravesada por el parásito pero se
vuelve porosa y la célula se lisa. En la superficie de cajas
de Petri con la especie hospedante, Bdellovibrio forma
placas líticas, similares a las producidas por infección por
fagos.

No han sido descriptos muchos parasitismos entre bacte-
rias.

Los hongos sufren el ataque de numerosos parásitos,
sobre todo de otros hongos en estructuras como clami-
doesporas, esclerocios, oosporas de especies de Penici-

llum, Rhizoctonia, Thrichoderma, Glioclodium. Muchas
especies sobreviven por su alta velocidad de reproduc-
ción, aunque las esporas pueden sufrir graves daños cuan-
do son atacadas durante largos períodos por los parási-
tos.

Muchos hongos pueden penetrar en líquenes, afectando
a los componentes de la asociación.

Los protozoos son parasitados también por varios tipos
de bacterias y algunos hongos, llegando a veces a su li-
sis, por digestión de las paredes celulares.

En el parasitismo actúan enzimas extracelulares o anti-
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bióticos provocando heterolisis, o bien puede ocurrir una
autolisis, por enzimas producidas por la propia célula o
hifa parasitada.

El agregado de materia orgánica promueve la germina-
ción de esporas y cuerpos en reposo, se favorece el de-
sarrollo de las hifas, las que son atacadas más fácilmente
por los antagonistas en el suelo, contribuyendo a la de-
clinación de la infección por el fitopatógeno (lucha bio-

lógica). Asi, clamidosporas de Fusarium solani se lisan
en suelos enriquecidos con quitina y laminarina, al esti-
mularse el desarrollo de bacterias y actinomicetes quiti-
nolíticos.

Figura 8- Parasitismo por Bdellovibrio. Arriba, esquema del
proceso en una bacteria gram negativa. Abajo: microscopía

electrónica de la bacteria y su parásito
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Como vimos, las simbiosis varían según los autores por
el grado de unión entre los participantes (ecto o endosim-
biosis), el beneficio logrado, el grado de dependencia (sim-
biosis facultativa-obligada) y la duración de la misma: en
general involucran la mayor parte de la vida de los partici-
pantes.

La elección de la pareja no es en general un hecho ca-
sual, se reconoce cierta especificidad, distinguiéndola de
la protocooperación. La asociación es eminentemente
exitosa y esto explica su amplia distribución en ecosiste-
mas marinos, en el cuerpo de animales, en hojas, raíces,
suelos, aunque algunos autores reconocen simbiosis con
efectos negativos (parasitismo).

Interacciones antagónicas

Al introducir un inoculante biológico, con rhizobios,  Fran-

kia, bacterias solubilizadoras de fosfatos, en ambientes
densamente colonizados como el suelo, es frecuente ob-
servar que la población no logra sobrevivir y desaparece.
Como vimos, cada microorganismo requiere de un con-
junto de condiciones nutricionales y ambientales que le
permiten desarrollarse.

Las interacciones antagónicas pueden explicar la desapa-
rición o disminución significativa de algún organismo de
interés cuando las condiciones físico- químicas son las
adecuadas.

Competencia

En ambientes naturales, suelo, aguas, los sustratos ener-
géticos y los nutrientes son por lo general limitantes como
para mantener altas poblaciones microbianas, las que in-
teractúan compitiendo por los sustratos: se habla de com-

petencia nutricional. Si, excepcionalmente, el ambiente
es rico en nutrientes, la competencia puede ejercerse por
el espacio, la luz, etcétera.

Este tipo de interacción ejerce un profundo impacto en la
sucesión de microorganismos, en la selección natural y
en la composición de las comunidades microbianas.  Po-
demos hablar de competencia interespecífica o intraes-

Especie A sola o en mezcla

log
10

 N º
Células/mL

9

8

7

6

5

Especie B sola

B creciendo con A

3                6                 9              12      Horas

pecífica, según se realice entre organismos de la misma
o diferente especie.

La figura 4 esquematiza la competencia en medio líqui-
do entre dos bacterias. El mejor competidor es en gene-
ral el que presenta menor tiempo de generación, se mul-
tiplica a la misma velocidad en cultivo puro y en mixto,
aunque su densidad final es frecuentemente menor en
cultivo mixto. El otro organismo crece a igual velocidad
en cultivo puro o mixto, pero su velocidad de crecimien-
to disminuye cuando la primera especie metaboliza el
nutriente limitante.

En el suelo, uno de los principales factores limitantes es
el carbono, y la competencia por este elemento se hace
evidente cuando la densidad de la población es alta. Al
agregar sustancias carbonadas fácilmente metabolizables,
se observa el levantamiento de la inhibición de la pobla-
ción de débil poder competitivo.

El cuadro 2 muestra el efecto del agregado de glucosa y ni-
trato de potasio en la competencia entre un hongo y una bac-
teria, en suelo neutro. Se aprecia que la competencia fue al
inicio por el carbono, pero cuando éste es aportado se mani-
fiesta la limitante del otro nutriente esencial, el nitrógeno.

En la figura 5 se esquematiza el desarrollo del hongo en
el caso en que el carbono asimilable es suficiente. Como
se observa, en general aparece la deficiencia por el nitró-
geno. El modelo experimental es suelo estéril inoculado
simultáneamente con el hongo y la bacteria.

Figura 4 - Modelo de competencia entre bacterias en medio
líquido
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Fagos: son los más conocidos parásitos de las bacterias,
actinomicetes, cianobacterias, que pueden causar su lisis
o lisogenizarlas al incorporarse a su  ADN (capítulo 5).

Algunos virus son muy específicos, otros presentan un
carácter más polivalente. A pesar de ser aislados de la
mayoría de los suelos agrícolas, es improbable que sean
los responsables de la desaparición de inóculos impor-
tantes de bacterias como rhizobios, cianobacterias, etc.
Los virus que atacan hongos han sido estudiados, aun-
que se conoce menos su distribución en la naturaleza.

Predación

En este antagonismo el período de contacto es general-
mente corto y la presa es muerta y digerida rápidamente.
El predator vive, por lo general, libre, es mayor en tama-
ño que su presa y presenta menor especificidad en sus
hábitos alimenticios.

Constituye una de las más dramáticas interacciones en-
tre microorganismos en la naturaleza. Las bacterias son
los organismos más expuestas al ataque de predatores,
sobre todo protozoos, algas, hongos. El predator exhibe,
por lo general, hábitos alimenticios fagotróficos, ingiriendo
organismos vivos, a pesar de que algunos predatores li-
san la presa y asimilan sólo los constituyentes solubles.
Muchos protozoos viven toda su vida como fagotrofos,
alimentándose de millones de bacterias por cada ciclo
celular. La presa, sin embargo, no desaparece completa-
mente, existe un equilibrio dinámico: el cambio en un gru-
po conduce a cambios cuali y cuantitativos en el otro y la
población bacteriana atacada estimula su metabolismo y
se divide más rápidamente, evitando en muchos casos su
total extinción.

Muchas bacterias son resistentes a la predación, excre-
tando toxinas inhibidoras de los protozoos, pigmentos o
formando estructuras más resistentes a condiciones ad-
versas y a la predación, como los cistos. La habilidad de
la bacteria para mantener sustanciales poblaciones de-
pende de su constante multiplicación en presencia del
protozoo, por lo que ciertas bacterias no se reducen por
los protozoos debajo de cierta densidad crítica, en el sue-
lo y en medio líquido.

Existe evidencia de que los protozoos predatores acele-
ran procesos bioquímicos, incluyendo la descomposición
de la materia orgánica, como consecuencia del hecho de
que los protozoos evitan que las bacterias alcancen un
número muy grande que resultaría autoinhibitorio. Se las
mantiene, además, en estado prolongado de alta activi-
dad metabólica.

Los protozoos pueden predar también a pequeñas algas,
hongos, a pesar de que en este caso la presa es de ma-
yor tamaño. Se piensa que los protozoos consumen bac-
terias si éstas están suficientemente próximas, de modo
que la energía ganada en la predación es mayor que la
requerida para predarlas. Cuando el número de bacterias
cae a valores en los que la energía requerida por el proto-
zoo para encontrar a su presa es igual o mayor que la que
obtienen como alimento, entonces el protozoo cesa de
predar, y se reproduce.

Como vimos, las interacciones antagónicas pueden con-
ducir a una disminución importante e incluso al fracaso de
prácticas agrícolas, como la inoculación de semillas y el
suelo con organismos de interés en la fijación del N

2
, so-

lubilización de fosfatos, control biológico de microorganis-
mos fitopatógenos, etc. La predación se encuentra entre
las causas más importantes.

En resumen: las relaciones tanto benéficas como an-
tagónicas entre microorganismos permiten explicar he-
chos aparentemente contradictorios, como son la pre-
sencia de microorganismos exigentes nutricionalmen-
te en ambientes pobres, como el agua de mar u océa-
no, a supremacía de ciertos agentes en situaciones
desfavorables, el control biológico que se ejerce sobre
microorganismos patógenos o deletéreos de plantas.
Los suelos contienen una enorme diversidad de pobla-
ciones microbianas y  aun ignoramos muchos de los
factores que controlan la composición de esas pobla-
ciones.
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tencia independiente y funciones fisiológicas propias.  La
simbiosis ocurre bajo condiciones adversas para cada
uno de los integrantes: bajo contenido en materia orgáni-
ca, temperaturas desfavorables, sequedad, etc.: el hon-
go obtiene materia carbonada de la fotosíntesis del alga,
y ésta se beneficia con el aumento de la superficie de
absorción y del agua retenida en la hifas (figura 3).

Figura 3- Líquenes. Arriba: partes de un líquen, hifas fúngicas
y componente algal, abajo: liquen sobre soporte sólido.

Muchos líquenes poseen una cianobacteria fijadora de N
2
,

constituyéndose en importantes colonizadores de suelos
pobres, desérticos, o muy fríos.

� levaduras como Lypomyces starkey estimulan el creci-
miento y fijación del N

2
 de Beijerinckia indica. Se des-

cribe esta asociación como una simbiosis.

� algas y protozoarios: algunos fotoautótrofos viven y
se mantienen como simbiontes en los protozoos, de
los cuales obtienen nutrientes y un ambiente protec-
tor, incluso algunos no pueden desarrollarse fuera del
hospedante. Una pequeña bacteria denominada Ka-

ppa ha sido descripta como endosimbionte de un pro-
tozoo Paramecium aurelia, es requerida para su mul-
tiplicación y ha sido liberada del hospedante por mé-
todos físicos o químicos.

� protozoarios flagelados (Cyanophora y Peliana) y el
ameboide Paulinella han sido descriptos en asociación
con una cianobacteria denominada Cyanellae, la cual
se mantiene perfectamente regulada en el protozoo, con
divisiones celulares balanceadas: el hospedante alber-
ga dos células de la cianobacteria (sin pared) que en la
división se reparten en cada célula hija.

El simbionte favorece a su pareja por varios mecanismos:

� aumento de la velocidad de crecimiento: el protozoo
con el alga específica crece más rápidamente que sólo.
Estimulación de la actividad metabólica (respiración, etc.)

� fuentes de C por la fotosíntesis: las algas en simbio-
sis en líquenes, o en protozoos o invertebrados acuáti-
cos o con plantas, fotosintetizan en exceso para sus
necesidades y satisfacen así los requerimientos de sus
asociados. La capacidad de muchos paramecios para
desarrollarse en medio inorgánico en la luz cuando es-
tán asociados a un alga clorofícea, explica esto

� conversión de nutrientes no disponibles para el sim-
bionte en disponibles, por ejemplo los celulolíticos en el
rumen, protozoos en el tracto digestivo de termites, que
se alimentan de los productos de las fermentaciones
microbianas

� generación de CO
2
 para la fotosíntesis, o la produc-

ción de O
2
 para el simbionte por acción de la actividad

fotosintética.

� provisión de factores de crecimiento, utilización de
metabolitos tóxicos, protección contra altas intensidades
luminosas, desecación, parásitos, son otros de los me-
canismos involucrados, en las asociaciones simbióticas.

alga

hongo
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Preguntas de repaso

1) ¿Cómo se explica la presencia de microorganismos exi-

gentes nutricionalmente en ambientes pobres como
el agua del océano?

2) ¿A qué se denomina comensal?  Explique la participación
de estos microorganismos en el proceso de degradación
de macromoléculas por un consorcio microbiano?

3) ¿Por qué no son tan comunes las asociaciones simbió-
ticas entre procariotas? Describa alguna

4) Al introducir un microorganismo en un suelo, éste pue-
de desaparecer. Analice las causas de origen biológi-
co y explique cómo podría determinar la causa real de
este fenómeno

5) ¿Por qué un microorganismo puede llegar a producir
un antibiótico?

6) ¿Cual es el mayor problema que enfrenta hoy día la
industria farmaceútica?
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� cada integrante puede aportar fragmentos de la molé-
cula de un factor de crecimiento, como la vitamina B

1
 o

tiamina: A (tiazol+ y piramidina-) y B (tiazol- y pirimidi-
na+), la pareja sintetiza la tiamina formada por tiazol y
pirimidina, requerida por ambos.

� un heterótrofo produce CO
2
 para un alga, quien a su

turno libera el O
2
 necesario para el primero

� una población destruye una toxina que perjudica a su
asociado y éste, libre del inhibidor, aporta un compues-
to necesario para la especie

� Azotobacter y celulolíticos en ambientes pobres en ni-
trógeno y ricos en pajas. El primer organismo le brinda
el nitrógeno fijado vía excreción y el segundo hidratos
de carbono simples

Figura 2 - Asociacación sinérgica entre Lactobacillus

arabinosus y Streptococcus faecalis

El cuadro 1 señala la importancia de este tipo de asocia-
ciones en biodigestores rurales, donde una sucesión de
microorganismos asegura la degradación de la materia
orgánica en anaerobiosis y la liberación final de metano
(capítulo 21). Un grupo de organismos libera hidrógeno,
necesario para el accionar del otro grupo, que lo consu-
me. A su vez, el segundo grupo mantiene concentración
baja de H

2
 y promueve la fermentación de los ácidos

grasos y la producción de H
2
  que regula el funciona-

miento del biodigestor.  Esta asociación se denomina
también sintrofia.

Cuadro 1- En biodigestores anaerobios (sintrofismo)

Syntrobacter           ác. propíonico             acetato + CO
2
  + H

2

Methanospirillum   4H
2
 + CO

2
                         CH

4
 + 2 H

2
0

Simbiosis

Involucran relaciones bastante duraderas en las cuales
dos o más especies viven en inmediata proximidad y ob-
tienen beneficios mutuos de su interacción. En un hábi-
tat dado, la simbiosis resulta casi siempre de carácter
obligatorio, para que los simbiontes realicen sus fun-
ciones vitales. Algunos biólogos emplean el término mu-

tualismo para referirse a estas asociaciones y recono-
cen las simbiosis mutualísticas, en donde ambos inte-
grantes se benefician, y las simbiosis parásitas, en las
cuales un integrante se beneficia pero el otro no se afec-
ta, o a veces sufre perjuicio más o menos severo (no
usaremos en este texto esta acepción). Consideraremos
a las simbiosis cuando al menos un integrante de la aso-
ciación obtuvo algún beneficio.

Los límites de separación de ambas resultan a veces difí-
ciles de determinar. Además, el ambiente puede ejercer
profundos cambios en las relaciones, de modo que una
asociación que comenzó siendo mutualística puede vol-
verse parásita, o viceversa.

Algunas simbiosis involucran microorganismos entre sí,
otras incluyen microorganismos con insectos, plantas y
animales superiores. Analizaremos solamente aquellas
entre microorganismos, muchas veces no distinguibles
fácilmente por el tamaño submicroscópico de la mayoría
de los integrantes.

� líquenes, la simbiosis más conocida entre un alga o una
cianobacteria y un hongo: ficobionte y micobionte. Los
líquenes son considerados nuevos organismos con es-
tructura externa diferente a la de los simbiontes, con exis-
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15
Fijación biológica de N2 en la rizosfera

y en asociaciones nodulares

Fijación de N2 en la rizosfera

La eficiencia de la fijación de organismos heterótrofos
evaluada en medios de cultivo estáticos, es baja: 10 a

50 mg N fijado/g sustrato carbonado consumido. Así,
para fijar 100 kg N/ha/año se requeriría el metabolismo
de aproximadamente 10 toneladas de materia orgánica,
muy difícil de reunir en suelos sometidos a agricultura
tradicional.

La fijación biológica del nitrógeno (FBN ) es favorecida en
ambientes como la rizosfera, región del suelo donde la
actividad microbiana es modificada por la presencia de
las raíces, la filosfera, superficie de las hojas y la esper-

matosfera, zona del suelo afectada por la presencia de
semillas y granos. (capítulo 13).

La actividad  de los diazotrofos es más eficiente en estos
ambientes por:

*  los aportes de sustratos carbonados a partir de los

productos de la fotosíntesis que actúan como esque-
letos carbonados y fuentes de energía

*  el microambiente con baja pO
2
, que permite el accio-

nar de la N
2
asa

*  la transferencia de los productos de la fijación (ami-
noácidos, ureídos, proteínas)  fuera de la zona de fija-
ción,  hacia las hojas, frutos, evitando así los efectos
inhibitorios sobre el proceso.

Desde el primer informe sobre la estrecha asociación en-
tre Azotobacter paspali y ecotipos tetraploides de Paspa-

lum notatum de la variedad batatais  realizado por el gru-
po de Döbereiner al comienzo de los años 70, en Brasil,
numerosos trabajos señalan estimulación en la rizosfera
de cultivos de interés económico, como cereales, gramí-
neas forrajeras, por especies de Azotobacter, Beijerinc-

kia, Azospirillum, Bacillus, Clostridium, etc. (Döbereiner,
Pedrosa, 1987; Döbereiner et al, 1992).

Se reconocen varios mecanismos de promoción del cre-
cimiento vegetal por estos organismos:

� fijación biológica del N
2

� liberación de fitohormonas y estimulación de la ex-

creción de las mismas por la raíz colonizada

� protección frente a microorganismos fitopatógenos

En las décadas del 70 y del 80 se afirmaba que la  FBN
era la principal causa  de estimulación del crecimiento
vegetal, pero las determinaciones de actividad de la nitro-
genasa no evidenciaron niveles muy altos en rizosferas
de cereales y otros cultivos y los ensayos con N15   seña-
laron incrementos entre 10- 50 kgN.ha-1.año-1.

La contribución de los otros mecanismos  señalados es
reconocida y evaluada en los ensayos de inoculación.
Otras bacterias han sido descriptas en la bibliografía como
estimuladas en la rizosfera: Bacillus spp., Clostridium spp.
en suelos de arroz y trigo; bacterias sulfatorreductoras,
en suelos inundados de arroz; Bacillus y Enterobacter cloa-

cae en pasturas de Agrostis tenuis, trigo y festuca. Espe-
cies de Azotobacter fueron estimuladas en cultivos de maíz
y trigo y Azospirillum en pasturas naturales de la Patago-
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� mesófilo y alcalinizante en ambiente ácido

� superficies adecuadas para la proliferación: un macro o
microorganismo puede resultar  una superficie adecua-
da para la colonización por el comensal, brindándole
ventaja ecológica.

� es frecuente observar bacterias que se desarrollan so-
bre algas, adhiriéndose a los organismos fotótrofos (ec-

tocomensalismo).

Un organismo puede proveer hábitat favorable para su
desarrollo a otro, el comensal no perjudica ni beneficia al
organismo que lo alberga (endocomensalismo). Estas
relaciones derivan ocasionalmente hacia el parasitismo.

Como se observa, estas asociaciones son muy frecuen-
tes en la naturaleza y explican la existencia de organis-
mos exigentes en el plano nutricional en ambientes po-
bres, como en suelos o aguas.

En medios acuáticos, son muy importantes las asociacio-
nes entre algas y otros microorganismos, como bacterias,
actinomicetes y hongos, quienes estimulan el desarrollo
de los fotótrofos por la excreción de factores de crecimien-
to, liberando CO

2
, o aportando productos de la minerali-

zación del nitrógeno, etc.

Figura 1- ComeΩΩnsalismo: adhesión de células de
Caulobacter  a Bacillus (arriba) y con Azotobacter (abajo),
que usan materiales orgánicos segregados, en ambientes

acuáticos.

Crecen lentamente y esta ventaja les permite competir con
otros quimiheterótrofos en la naturaleza. Muchas veces se
observan al microscopio células bacterianas completamente
rodeadas de un ectocomensal, que se adhiere específica-
mente, en general en forma perpendicular a la célula (figu-
ra 1). Se fijan a organismos muy variados, como algas ver-
des y cianobacterias, diatomeas y bacterias no relaciona-
das, de cuyas excreciones se nutren.

Protocooperación

Estas relaciones involucran beneficio mutuo para dos o
más especies y presentan carácter bastante laxo, es de-
cir que la existencia de cada integrante de la asociación
en un ambiente no requiere una especie particular, sino
que muchos integrantes de la población pueden brindarle
los requisitos para su crecimiento. Los organismos que
interactúan bajo ciertas condiciones ambientales, pueden
proliferar independientemente, en otras condiciones.  Se
las denomina también mutualismo no obligatorio, simbio-
sis nutricional o sintrofismo.

Se reconocen algunas categorías de protocooperación:

� síntesis y degradación de macromoléculas: polisacári-
dos como la celulosa, lignina, etc. son degradados por
cultivos mixtos.

� un organismo provee una fuente de energía a su pareja
y ésta le aporta algún nutriente esencial

� cada integrante de la pareja excreta un factor de creci-
miento sin el cual el asociado no puede desarrollarse

              A  tiamina-             B  tiamina+

                  riboflavina+             riboflavina -

Los organismos A y B pueden crecer juntos en ambientes
pobres ya que cada organismo excreta el factor de creci-
miento requerido por el otro. La figura 2 muestra el desa-
rrollo de organismos aislados de la leche: en medio defi-
ciente en fenil-alanina (aminoácido) y ácido fólico (vitami-
na), ni Streptococcus faecalis ni Lactobacillus arabinosus

se desarrollan, ya que el primero requiere ácido fólico y el
segundo fenilanina. El cultivo mixto permite el desarrollo
de ambos.
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Figura 1- Fijación biológica de N
2
 en la rizosfera de arroz y efecto de factores edáficos, climáticos y del cultivo
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nia, Argentina. Se determinó efecto estimulante de la ri-
zosfera de sorgo, maíz, mijo perla y mijo común sobre
Azotobacter, Azospirillum y Clostridium en el campo, so-
bre todo en los dos períodos más críticos en N para los
cultivos: floración y grano al estado lechoso.

Se postula la existencia de lectinas que unirían específi-
camente los espirilos a los pelos capilares de ciertas gra-
míneas. En presencia de nitrógeno combinado, la bacte-
ria sólo se asocia al mucigel del ápice y a células epidér-
micas no diferenciadas.

Ecología de las asociaciones rizosféricas

A diferencia de las asociaciones nodulares, estas asocia-
ciones rizosféricas, llamadas también  simbiosis asociati-
vas o  rizocenosis, se encuentran muy afectadas por las
fluctuaciones del ambiente, que impide muchas veces una
fijación acorde a las necesidades del vegetal. La figura 1
presenta la compleja serie de requerimientos que deben

reunirse para favorecer la fijación del N
2
 en la rizosfera de

arroz.

Algunos de los factores que afectan la fijación del nitróge-
no a nivel rizosférico son:

� Fotosíntesis: la provisión de hidratos de carbono y otras
sustancias a nivel radical está gobernada por el tipo y la
intensidad de la fotosíntesis. Experiencias con cultivos
evidencian abrupta caída de la actividad nitrogenasa
cuando las plantas se sombrean, o se corta la parte
aérea; aunque se ha observado en algunas experien-
cias otro pico en horas de la noche, a expensas de las
reservas carbonadas.

� Factores físicos: como es de suponer, una excesiva hu-
medad o extrema desecación afectarán de gran manera a
este proceso. La temperatura es otro de los factores que
inciden limitando el proceso cuando los umbrales térmicos
son muy bajos o muy altos. Rangos entre 18 y 30ºC se
citan como óptimos para cultivos en zona templada.
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� el amensalismo: una especie es perjudicada por otra
que libera sustancias químicas como ácidos orgáni-
cos o minerales, toxinas, bacteriocinas, antibióticos,
enzimas

� predación, que implica el ataque directo de una espe-
cie sobre otra, con la muerte de la presa

� parasitismo, por el cual un organismo se alimenta de
células, tejidos o fluidos de otro organismo, usualmente
mayor, llamado hospedante, el que es injuriado, pudien-
do incluso morir

Interacciones sinérgicas

Comensalismo
Constituye una interacción muy común en la naturaleza,
en donde los procesos de degradación de moléculas com-
plejas son realizados por lo general por poblaciones mix-
tas (cadenas alimenticias), cada una de las cuales ofrece
a las otras un sustrato más simple. El organismo que reci-
be el beneficio se denomina comensal y la relación es
con frecuencia, pero no necesariamente, casual, ya que
gran número de especies puede colaborar, existiendo poca
especialización entre los asociados.

Algunos ejemplos implican una estrecha unión física en-
tre ellos, en otros casos no se requiere proximidad entre
los individuos. Ejemplos de esta asociación:

Modificación de un sustrato: una población convier-
te un sustrato no disponible para otra población en un
producto que puede ser asimilado y usado como nu-
triente:

� bacterias celulolíticas y Azotobacter spp en suelos que
han recibido aportes de restos vegetales

� Nitrosomonas y Nitrobacter, en medio rico en amonio

� degradación de polímeros como celulosa, almidón, qui-
tina, sustancias pécticas, lignina, pesticidas: intervienen
primero poblaciones especializadas que permiten el de-
sarrollo posterior de otras que emplean moléculas más
simples (cadena alimenticia).

sustrato A                sustrato B                 productos finales

                   org. a                      org. b

� Liberación de sustancias bióticas: los factores de cre-
cimiento son sintetizados por algunos microorganismos
y su excreción permite la proliferación de auxótrofos (que
los requieren pero no los pueden sintetizar). Así, mu-
chos aislamientos a partir del suelo o aguas no crecen
en los medios corrientes de laboratorio si no se los pro-
vee de ciertos aminoácidos, vitaminas, o bases púricas
o pirimídicas.  En el laboratorio se puede observar fá-
cilmente este tipo de interacción: en un medio nutricio-
nalmente inadecuado, las colonias de un organismo de
interés se desarrollan en la vecindad de colonias de
especies que excretan los nutrientes requeridos por la
primera especie (colonias satélites).

     org a                 vitamina B                 org b (comensal)

* En aguas: algas auxótrofas para numerosas vitaminas
se asocian con bacterias heterotróficas productoras de
vitaminas

* En el rumen, se da coexistencia de organismos exigen-
tes y otros que producen y liberan factores de creci-
miento (capítulo 18).

� Remoción de factores inhibidores: una especie me-
taboliza toxinas u otros factores inhibidores, permitien-
do, entonces, la multiplicación de su asociado. Las va-
riaciones del pH o del Eh, la remoción del O

2
, la reduc-

ción de la presión osmótica, los cambios en los niveles
de nutrientes por la actividad biológica, son causas de
beneficio para el comensal

Ejemplos:

� organismo sensible a un biocida y otro que lo degrada

                                                   org. b

org. a        enzimas        sustrato         productos finales

                                       antibiótico  inactivado

� aerobio y anaerobio dentro de un agregado en suelo
aireado

 ➤ ➤

 ➤ ➤

 ➤ ➤  ➤
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� Nutrientes: el nivel de N combinado fácilmente asimi-
lable en el suelo (amonio y/o nitrato) afecta este pro-
ceso. Se tiende a la selección y empleo de mutantes
de diazotrofos resistentes a altos niveles de N mineral
y que además excreten rápidamente el amonio fijado.
Una ligera fertilización en la siembra (10-30 kg N/ha)

es empleada en gramíneas, en suelos pobres. El es-
tablecimiento del cultivo estimula la FBN rizosférica
que contribuye con parte de la demanda en nitrógeno.
Fósforo, molibdeno, hierro, inciden en el funcionamien-
to de la nitrogenasa. El fósforo actuaría más bien a
nivel del vegetal.

� Gases: es bien conocido el efecto del O
2
 en la enzi-

ma. En general, la rizosfera de la mayoría de los culti-
vos presenta baja pO

2
, alto nivel de CO

2
 y suficiente

N
2
, que nunca es limitante, como para favorecer la fi-

jación.

� pH: ciertas rizosferas presentan pH demasiado bajo
para el desarrollo de diazotrofos neutrófilos, como el
Azotobacter.

� Pesticidas, la aplicación de altas dosis de herbicidas y
fungicidas puede afectar las densidades de estas bac-
terias. Alta inhibición de la actividad nitrogenasa se en-
contró en rizosferas de numerosos cultivos.

Inoculación

Desde la década de los sesenta,  se citan en la bibliogra-
fía incrementos en los rendimientos de maíz y trigo de un
10 a un 20% al inocularlos con Azotobacter spp. El tema
ha sido retomado en la década de los setenta, donde se
citan aumentos de materia seca sobre el control de un
66% al inocular Digitaria decumbens y Pannicum maxi-

mum con Azospirillum. En mijo perla, la inoculación con
40 kg N/ha/año produjo materia seca equivalente a una
fertilización con 80 kg N/ha/año, a los 70 días de creci-
miento. Una ligera fertilización nitrogenada en la siembra
favorece la fijación rizoférica.

En algunos ensayos se obtiene más respuesta en los tes-
tigos regados con el filtrado acelular de los diazotrofos,
indicando que los efectos pueden explicarse por la pro-
ducción de sustancias reguladoras del crecimiento vege-
tal por estos organismos.

Se observan: cambios en la morfología radical de plan-
tas inoculadas, aumento del número de raíces laterales
profusamente cubiertas con pelos radicales.

Se han identificado giberelinas del tipo A
1
, A

3
 e iso-A

3
 en

cultivos de A. ipoferum (Bottini et al, 1989) y la inoculación
en maíz incrementó el peso seco, la densidad de pelos
radicales y la longitud total de la raíz, con efecto similar al
agregado de 40 pg/mL de GA

3
 y 2000 pg/mL de AIA.

Para verificar estos efectos se trabaja con mutantes de
espirilos sin nitrogenasa funcional, pero capaces de ela-
borar sustancias del tipo de las fitohormonas, para incluir-
las en las parcelas control.

Estos microorganismos son empleados como inoculan-
tes en zonas agrícolas de distintas partes del mundo, en
maíz, arroz, cultivos hortícolas, trigo, yute, algodón, caña
de azúcar (Urquiaga, Döbereiner, 1991), solos o en com-
binación con fertilizantes (González-Lopez, 1992).

El cuadro 1 muestra el efecto de inoculación (I) de maíz
con tres cepas de Azospirillum en suelo Haplustol, de
Argentina. Además de un incremento en los rendimien-
tos similar a la fertilización (N) con 60 kg N-urea/ha en
los tratamientos inoculados, se apreció importante de-
sarrollo de raíces y persistencia de altos niveles de inó-
culo (108 células.g-1 raíz en la cosecha ) (Fulchieri y
Frioni, 1994).

Cuadro 1 - Inoculación de maíz con Azospirillum

en Río Cuarto, Argentina (datos en cosecha)

N-urea Inoculada Testigo

Peso seco parte 90,84a 79,16a 46,19b
aérea (g/planta)
Peso seco 34,00 65,50 26,93
raíz (g/planta)
log

10
 Nº 5,82b 8,03a 4,55b

Azospirillum/g raíz
Nº granos por espiga 333 359 109
Peso seco
granos(kg/ha) 4122a 4447a 2792b

Dos o más tratamientos señalados con la misma letra no di-
fieren por Tuckey 5%.



243Microbiología: básica, ambiental y agrícola

En la naturaleza, las poblaciones microbianas raramente
se presentan aisladas. En ciertos hábitats, como por ejem-
plo en la vecindad de las raíces, en restos de materia or-
gánica, en aguas o cuando se incorporan al suelo restos
de cosechas, fertilizantes, etc., los componentes de la
comunidad son afectados significativamente por sus ve-
cinos. Dada la proximidad estrecha de los organismos
cuando sus densidades son altas, las interacciones entre
organismos son importantes en esos ambientes.

Son precisamente estas interacciones entre habitantes de
una comunidad y las interrelaciones entre los organismos
y su ambiente abiótico químico y físico, las que regulan la
composición de la microflora y la microfauna de un eco-
sistema.

Se establece un equilibrio dinámico, resultante de las
interacciones biológicas y no biológicas. Este equilibrio
se mantiene en un ecosistema dado, y la capacidad para
mantener la estabilidad de una comunidad en un medio
ambiente variable es denominada homeostasis. Al cam-
biar las condiciones del medio, entran en juego mecanis-
mos autorreguladores o reacciones homeostásicas para
reestablecer las relaciones existentes previamente.

Dos o más poblaciones pueden interactuar con tres con-
secuencias:

Poblaciones Efecto Interacción

A            B 0 neutralismo
+ sinergismo
- antagonismo

A pesar de la estrecha proximidad en que puedan encon-
trarse dos o más especies que coexisten en el espacio o
en el tiempo, pueden no afectarse mutuamente. El neu-

tralismo es evidente in vitro cuando las velocidades de
crecimiento y las densidades finales de dos poblaciones
son semejantes. La demostración del neutralismo in vivo

es más difícil. Es probable que ocurra cuando las densi-
dades de las poblaciones son bajas, el aporte de nutrien-
tes abundante y son satisfechos los requerimientos para
el desarrollo de las poblaciones, de modo que no interac-
túen para los nutrientes, el espacio, etcétera, pero cuan-
do el ambiente comienza a modificarse por la actividad
biológica o cuando el aporte de nutrientes comienza a dis-
minuir, las especies comienzan a interactuar.

Se distinguen tres tipos de asociaciones sinérgicas, a
pesar de que las líneas de demarcación no son siempre
nítidas y están muy afectadas por el ambiente:

� comensalismo : un organismo se beneficia mientras
que el otro no es afectado

� protocooperación, simbiosis nutricional, o mutua-

lismo, en donde el beneficio es mutuo, sin llegar a pre-
sentar carácter obligatorio

� simbiosis verdaderas, en las cuales los integrantes se
benefician en situaciones en que ninguno de ellos po-
dría realizar una función vital o sobrevivir

Las interacciones antagónicas presentan un carácter
perjudicial para una parte de la población e incluyen la:

� competencia por los nutrientes (C, N, S, P, etc.), el es-
pacio, luz, O

2
, CO

2

14 Interacciones entre microorganismos

 ➤ ➤
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La evaluación de la FBN por Azospirillum en la rizosfera
de numerosos cultivos de interés agronómico se ha incre-
mentado en los últimos años, pero su importancia agro-

nómica es actualmente menor que lo que se preveía.
En resumen

� La producción de sustancias promotoras del crecimien-
to vegetal parece ser el principal mecanismo. La coloni-
zación bacteriana ocurre principalmente en la mayoría
de las especies vegetales estudiadas en la zona de elon-
gación de las raíces

� Azospirillum estimula la densidad y longitud de pelos
capilares, la velocidad de aparición de raíces latera-
les y la superficie radical (Okon, 1994). La intensi-
dad de estos efectos depende de la especie vegetal
y del cultivar y de la concentración del inóculo de
Azospirillum.  En muchos ensayos el óptimo fue de
alrededor de 1.l07 unidades formadoras de colonias
(ufc)/semilla-1 o plántula-1

�  La inoculación  con Azospirillum afecta la concentra-
ción de ácido 3-indol acético y 3-indol butírico libres, así
como las velocidades específicas de respiración y acti-
vidades de enzimas del ciclo de los ácidos tricarboxíli-
cos y de la glicólisis en raíces de maíz y otras plantas.
Esto contribuye a que las raíces tomen más agua y nu-
trientes minerales que favorecen un mayor crecimiento
de las plantas inoculadas

� El efecto de la inoculación parece evidenciarse princi-
palmente en los estados tempranos del desarrollo ve-
getal, durante las primeras semanas luego de una co-
rrecta colonización de las raíces

� La evaluación de datos acumulados en los últimos 20
años indica que la inoculación a campo Azospirillum,
puede incrementar el crecimiento de importantes culti-
vos (Okon y Labandera, 1994).

Empleo de las cianobacterias como
biofertilizantes

Desde la década de los sesenta se informan en Japón
resultados de inoculación en suelos inundados de arroz

(cuadro 2). La contribución a la economía del nitrógeno
en suelos de la zona templada no sería tan importante,
pues son muy afectadas por la desecación.

Nostoc, Anabaena, mantienen su efecto estimulante lue-
go de la esterilización, y se piensa que su acción se debe
a sustancias del tipo de las citoquininas, más que a auxi-
nas y/o giberelinas, más termolábiles.

 La práctica de la inoculación se va popularizando, los
cultivos son fáciles de propagar en agua con sales mine-
rales a la luz y su transporte se facilita si se mezclan con
arena y se secan. Los productores comienzan a propagar
sus inóculos en piletas vecinas a los cultivos de arroz. El
cuadro 2 muestra en a) el efecto de la inclusión de Azolla

en el crecimiento y contenido de N en plantas de arroz,
con y sin período seco en el cual el helecho se seca y
muere y en b) la inoculación con Tolypothrix en el agua de
riego en el mismo cultivo.

En la mayoría de los suelos agrícolas de zonas templa-
das, el aporte en N por cianobacterias no es muy alto,
en parte por los requerimientos de luz y humedad. Ade-
más muchas veces la superficie de los suelos se dese-
ca por largos períodos de tiempo. Una irrigación oportu-
na favorece la práctica de inoculación. Son muy emplea-
das en cultivos inundables, como es el caso del arroz.

Cuadro 2 - Manejo del cultivo de arroz con Azolla (a) y
Tolyothrix (b)

a)                                                     Arroz por maceta

tratamiento agua peso seco (g) N total(mg)

testigo continuo 37 221
c/sequía 40 240

c/Azolla continuo 43 316
c/sequía 49 465

b)

condición                    rendimiento           % de incremento

suelo mal testigo 45
drenado inoculado 60 33
suelo drenado testigo 30

inoculado 38 26
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Las células en simbiosis presentan también más bajo con-
tenido de gránulos de cianoficina que representan reser-
vas de nitrógeno con ácido aspártico y arginina en rela-
ción 1/1 molar. Los gránulos de polifosfatos son abun-
dantes en simbiosis. Las ficobiliproteínas constituyen
reservas de nitrógeno, además de actuar como pigmen-
tos accesorios en el fotosistema II.

La luz es necesaria para la fijación. Los líquenes toleran
condiciones extremas: en regiones de Suecia y Noruega,
la fijación ocurre a OºC y los organismos sobreviven a
heladas prolongadas y a la sequedad, aunque no fijan N

2

hasta que se rehumedecen. Constituyen la vegetación
principal de ambientes extremos como piedras, zonas are-
nosas, facilitando luego la colonización por otros microor-
ganismos. La cianobacteria posee escasa actividad de
glutamino sintetasa, bloqueando parcialmente la ruta
primaria de asimilación de NH

3
, que es liberado y transfe-

rido al hongo.

Se citan niveles de fijación de nitrógeno de 25-50kgN/ha/
año para cianobacterias en vida libre,  12 a 21kgN/ha/año
para asociaciones con Gunnera, 300 en Azolla y 40-40kgN/
ha/año, en líquenes.

Fijación de nitrógeno por simbiosis
nodulares

Asociaciones rhizobio-leguminosa
Bacterias heterótrofas conocidas como rhizobios se aso-
cian en estructuras nodulares fijadoras de N

2
 en legumi-

nosas (figura 2), contribuyendo de manera fundamental a
la fertilidad del suelo, a la producción de alimentos para el
hombre y animales y a la economía de fertilizantes nitro-
genados, ya que muchas de las leguminosas son autosu-
ficientes en sus requerimientos en nitrógeno.

La bibliografía sobre este tema es enorme y los estudios se
amplían fuera de las leguminosas cultivadas: alfalfa, maní,
soja, poroto, vicia, tréboles, etc., hacia leguminosas indíge-
nas y hacia las arbóreas, cuyo empleo en forestación en
suelos degradados ofrece una enorme perspectiva.

Luego del aislamiento del rhizobio por Beijerinck, en 1888,
los trabajos sobre esta bacteria y sus asociaciones con

leguminosas se han incrementado rápidamente. Boussin-
gault puso en evidencia en 1838 la capacidad de las legu-
minosas en emplear el N

2
 atmosférico, pero, solamente

50 años más tarde, Hellriegel y Wilfarth demostraron de
manera indiscutible que sólo las leguminosas noduladas
pueden hacerlo y que el lugar de fijación eran los nódu-
los.  Luego de estas clásicas experiencias se pudo com-
probar fehacientemente que el lugar de fijación son los
nódulos y que los microorganismos se encuentran en el
suelo o deben inocularse.

Figura 2- Leguminosa nodulada. Arriba: raíz con numerosos
nódulos, Abajo: corte de nódulo con zona colonizada con

bacteroides, coloreada de rojo por la leghemoglobina

Para determinar la fijación de N
2
 en un sistema simbió-

tico de manera rápida y sencilla:

� se compara el tenor de nitrógeno en leguminosas no-
duladas con el de las no noduladas cultivadas en au-
sencia de nitrógeno combinado
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En resumen: la rizósfera, la espermatósfera y la filósfera
son áreas donde se liberan materiales orgánicos que pue-
den alterar la diversidad microbiana e incrementar el nú-
mero de microorganismos, la actividad microbiana y las
interacciones entre los microorganismos con las semillas,
las raíces y el suelo adyacente. La comunidad microbiana
en la rizósfera puede afectar el crecimiento vegetal en for-
ma benéfica, neutra o perjudicial, afectando la salud, vi-
gor y productividad vegetal. Los desafíos implican com-
prender el funcionamiento de la interfase suelo-raíz, sue-
lo-semillas, superficie de hojas, a los efectos de lograr
dominar el funcionamiento de los microorganismos, incre-
mentar el desarrollo vegetal y reducir los impactos de los
sistemas de manejo del suelo en el ambiente.

Se requieren avances en: la identificación de los factores
que controlan la colonización radical, una mayor compren-
sión de la ecología microbiana en estos ambientes, para
lo cual las técnicas de la llamada Ecología Genética, re-
sultan muy útiles, en la identificación y seguimiento de
microorganismos en particular.

Las prácticas  de inoculación con numerosos microorga-
nismos que han logrado instalarse y actuar en la rizósfe-
ra, espermatósfera y en la superficie de las hojas, como
los fijadores de nitrógeno libres y simbióticos,  bacterias y
hongos controladores de plagas vegetales, solubilizado-
res de fósforo, hongos micorrícicos, etc. demuestran que
es posible dirigir esta colonización con éxito.
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Preguntas de repaso

1) Señale dos ejemplos de efectos: i) benéficos y ii) perju-
diciales, de los microorganismos sobre las plantas y
cómo los pondría en evidencia

2) Idem, pero efectos de los vegetales sobre los microor-
ganismos

3) ¿Por qué es la rizosfera una región del suelo con activi-
dad microbiana incrementada?

4) ¿Por qué resulta la espermatósfera otra importante área
de estudio?

5) Rol de las distintas sustancias orgánicas liberadas en
la rizosfera.

6) ¿Cómo podemos distinguir la rizosfera, el rizoplano y
la superficie de las raíces?

7) ¿Mediante cuales mecanismos las poblaciones micro-
bianas pueden tener carácter  benéfico, neutro o per-
judicial?

8) ¿Qué factores afectan la colonización radical?
9) Señale dos técnicas para evaluar el efecto del cultivo

de cierta variedad de tomate sobre los microorganis-
mos del suelo.
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� el empleo de N15 confirma los resultados y con el uso de
variedades no nodulantes de la leguminosa en estudio
se puede  conocer la fracción de nitrógeno del cultivo
que proviene del aire, del suelo y de otras fuentes (Ba-
rea, 1991). En el campo, se incorpora un fertilizante
marcado (ejemplo sulfato de amonio enriquecido con
N15 y en lugar de isolíneas no fijadoras se puede em-
plear controles no fijadores (soja no inoculada en sue-
los sin rhizobio específico, o sorgo). El N fijado se cal-
cula por la ecuación:

N fijado = 1 - % átomos N15 en exceso en plantas fijadoras
               % átomos N15 en exceso en plantas no fijadoras

� la reducción del acetileno a etileno por la nitrogenasa,
a pesar de las limitaciones señaladas en el capítulo 11,
se emplea para comparar sistemas simbióticos

Las leguminosas

Las plantas de la familia de las Leguminosas o Legumino-

seae (cuadro 3) son muy numerosas (entre 16.000 y 19.000
especies). También se la designa como Fabaceae o Faba-
les. De origen tropical arborescente cuyos más recientes
derivados son pequeñas matas o hierbas de las regiones
templadas. Representan la tercera familia de plantas de flor,
superadas por las Compositae y las Orchidacea. Desde su
origen en el Cretáceo superior, en condiciones tropicales hú-
medas, fueron extendiéndose a otras condiciones climáticas.

Grupo muy diversificado  en el plano taxonómico con 3
sub-familias: Caesalpinoideae, Mimosoideae y Papilionoi-

deae.  No todas las especies están noduladas: cerca del
20% de las Papilionoideae (unas 3.400 especies) se han
analizado por su aptitud para nodular.

Cuadro 3- Las leguminosas

700 géneros, 16 a 19.000 spp    distribución cosmopolita
Origen: trópico (120 millones de años)
Árboles, arbustos o hierbas 3 subfamilias

Mimosoideae: leñosas, zonas áridas, frías (menor tamaño)
Madera (Prosopis),  taninos (Acacia), ornamentales: Ca-

lliandra, espinillo, mimosas, timbó, forraje: Leucaena

Caesalpiniodeae: leñosas  Usos: taninos/tinturas (Caesal-

pinia); ornamentales (Cassia, Peltophorum dubium (ibira-

pitá), Bauhinia

Papilionoideae (Faboidea) 12.000spp economía humana,
de grano, forrajes, madera, medicina, industria, textiles

El cuadro 4 muestra la característica de nodulación en las
subfamilias. Se observa que el 48% de los géneros han
sido examinados por la nodulación, y el 86% se encontra-
ron nodulados.

En las Mimosoideae y Papilionoideae, el 90 y 97%, res-
pectivamente, poseen especies noduladas, mientras que
en Caesalpinioideae sólo el 23% de los géneros exami-
nados evidenciaron habilidad para nodular.

Los siguientes son los géneros que poseen el mayor nú-
mero de especies noduladas: en Mimosoideae, Acacia

(217); en Papilionoideae, Indigofera (194), Crotalaria

(145),Trifolium (141), Astragalus (102), Tephrosia (95),
Desmodium (76), Vicia (65) y Aspalathus (60); en Caesal-

pinioideae, Cassia (99).

Una de las principales características que evidencian el ca-
rácter evolutivo de la leguminosas se relaciona con las modi-
ficaciones en su forma y tamaño: desde árboles tropicales
muy altos, pasando por arbustos , a trepadoras leñosas, hier-

Cuadro 4 - Nodulación en las leguminosas

Subfamilia         Nº géneros     Nº géneros analizados      Nº especies      Nº especies analizadas

+ +/- - total + +/- - total

Mimosoideae 66 18   8   5 31 2900 351   37 388
Caesalpinoideae 177 13 13 39 65 2800  72 6 180 258
Papilionoideae 505 241 14 14 169 14000 2316 46 2462
Total 748 272 35 58 365 19700 2839 6 263 3108
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bas perennes o hierbas anuales. Las especies adaptadas a
zonas templadas están aclimatadas a desarrollarse en sue-
los de alta fertilidad con elevados tenores en calcio y poseen
baja eficiencia en la extracción del mismo y probablemente
de otros nutrientes cuando crecen en suelos de baja fertili-
dad. Presentan problemas de desarrollo y nodulación en sue-
los ácidos, a diferencia de las especies tropicales que pre-
sentan alta capacidad de extracción de nutrientes en suelos
ácidos, aunque algunas como Desmodium  e Indigofera res-
ponden positivamente al encalado.

En el país las leguminosas presentan gran potencial de
uso, como alimento, en especies de grano, forrajeras y
árboles en los montes nativos y en asociaciones silvopas-
toriles. Recientemente se han descrito las especies nati-
vas de Uruguay y zonas vecinas (Izaguirre y Beyhaut,
1998, 2003) (cuadro 5).

Cuadro 5- Leguminosas en  Uruguay

2.300 spp en la flora total 10%  son leguminosas

               73 géneros 272 spp
 9 Mimosoideae 48 spp
 8 Caesalpiniodeae 23 spp
56 Papilionoideae 201 spp (130 nativas,

71 adventicias y/o cultivadas)
Géneros con mayor número de especies
  Adesmia    Vicia      Desmodium    Lathyrus    Galactia

Especificidad en la infectividad y en
la efectividad

Algunas cepas de Rhizobium o Frankia poseen un amplio
espectro de huéspedes. Otras cepas poseen un pequeño
espectro y se les dice específicas. Este tema de la espe-
cificidad debe verse desde el punto de vista del micro y
del macrosimbionte.  Basados en sus características de
especificidad para la nodulación y la fijación, se recono-
cen tres tipos de leguminosas:

�  El primer grupo está integrado por especies nodula-
das por amplio rango de cepas genéticamente diversas

y fijan N
2
 efectivamente en asociación con estas cepas.

Estas especies son: promiscuas en la nodulación y

en la efectividad, por ej. Vigna unguiculata, Macropti-

lium atropurpureum (siratro), Acacia crassicarpa (CL), A.

auriculiformis (CL), Albizia lebbek (CL), Paraserianthes

falcataria (CL).

� El segundo grupo esta formado por especies nodu-
ladas por un amplio rango de cepas genéticamente
diversas pero sólo fijan N

2
 con un limitado grupo de

cepas específicas: promiscuas para la nodulación

y específicas para la efectividad, ej. Acacia man-

gium (CL), Robinia pseudoacacia (CR), Acacia mear-

nsii (CL).

� El tercer grupo está integrado por especies que son es-
pecíficas en sus requerimientos, por lo que nodulan efecti-
vamente con un pequeño rango de cepas: son específi-

cas para la nodulación y también para la efectividad.
Ejemplos: Leucaena leucocephala (CR), Gliricidia sepium

(CR), Calliandra calothyrsus (CR)

Una limitación de esta clasificación  es que el carácter de
promiscuo o específico depende del rango de cepas tes-
tadas por lo que deben realizarse gran número de ensa-
yos de inoculación.

Nodulación

La fijación biológica del N
2
 en los nódulos de leguminosas

es el resultado de complejas interacciones entre el hués-
ped y el endofito la instalación de la simbiosis está contro-
lada por un dialogo molecular entre ambos integrantes
(Kondorosi, 1991).  La eficiencia es máxima en estos sis-
temas ya que existe:

1. protección de variables ambientales y la FBN pue-
de funcionar bajo amplio rango de condiciones. Así,
nódulos de soja, son relativamente insensibles a la tem-
peratura sobre un rango de 15ºC, y pueden fijar N

2
 a

concentraciones externas de O
2
 entre 0,05 y 0,8 atm,

mientras que los bacteroides fijan N
2
 en rango más

estrecho (10-6, 10-4 atm). La protección frente al O
2
 es

una de las principales ventajas de los sistemas sim-
bióticos
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� aumentar la eficiencia en la toma de metales como el
Mo y el Fe

� seleccionar genotipos del huésped por su mayor acti-
vidad reductora del acetileno en presencia de una mez-
cla comercial de cepas de rhizobio. Explorar especies
con nódulos en  los tallos

� transferir genes nif a mitocondrias o cloroplastos ve-
getales es otra de las aspiraciones de los genetistas.
Se piensa que los nif penetran en los vegetales fre-
cuentemente por heridas o llevados por parásitos. El
problema radica en el mantenimiento de estos genes
y su funcionamiento dentro del organismo superior. Se
piensa también en su introducción en microorganis-
mos del rumen

� obtener hibridos por fusión somática: células de una
hoja pueden ser inducidas a fusionarse y regenerar
plantas completas. Está en la especulación de muchos
científicos producir un cereal que forme nódulos fija-
dores de N

2
.

Pero, muy acertadamente, se señala las consecuencias
de una alteración tan brusca de los sistemas simbióticos
naturales. Los especialistas del ambiente temen que ma-
las hierbas exuberantes, fijadoras del N

2
, alteren el equi-

librio biológico. Otros elementos, además, pasarían a ser
limitantes: P, K, S, e incluso el CO

2
. Sería también peli-

grosa la propagación de microorganismos patógenos con
genes nif.

Sin embargo, todos estos llamados de atención no pue-
den detener las investigaciones sobre aspectos vincula-
dos a la FBN, ante la necesidad de alimentar a la crecien-
te población mundial. El cuadro 13 señala  algunas de los
enfoques en la investigación en este tema.

La simbiosis rhizobio-Parasponia

Hasta no hace mucho tiempo se pensaba que los rhizo-
bios formaban nódulos solamente con leguminosas. En
1973 se describió nodulación en ciertas Ulmaceae, por
rhizobios. Son árboles muy altos, ampliamente distribui-

dos en el trópico, identificados primeramente como del
género Trema, como T. cannabina, cuyo endofito bacte-
riano logró infectar varias leguminosas.

Cuadro 13 - Estrategias para optimizar la fijación
del N2

1. Selección de la planta huésped

criterios de selección

� alto potencial de fijación de N
2
 en simbiosis

� crecimiento rápido
� raíces profundas
� competencia interespecífica reducida
� tolerancia limitaciones del ambiente: salinidad,
   sequedad
� nodulación aérea ( en casos específicos)

métodos de selección

� manejo para incrementar la FBN
� ensayos de orígenes o individuos y su propa-
   gación vegetativa,
� elección de las mejores combinaciones:

            rhizobio-leguminosa, Frankia- no-leguminosa
� transferencia de genes

2. Selección de cepas compatibles de Rhizobium

o Frankia

criterios de selección

� alta efectividad
� habilidad competitiva
� tolerancia a limitantes del medio
� capacidad de afectar la fisiología de la planta

métodos de selección

� estudios en cepas salvajes
� construcción de nuevas cepas

inoculación

� cultivo de rhizobio o frankia
� procesamiento de inoculantes

3. Levantamiento de limitantes

sequía

� irrigación
deficiencia de nutrientes

� fertilización y micorrización
factores biológicos desfavorables

� control químico ( pesticidas) o control biológico
� esterilización ( solarización)
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2. aporte de esqueletos carbonados por los vasos de
la planta que le asegura la generación de energía y
poder reductor para el endosimbionte y la actividad
nitrogenasa

3. transferencia del N fijado a la planta, disminuyendo
el nivel de N combinado en la vecindad de nitrogenasa,
principal causa de inhibición del proceso. Las legumi-
nosas se clasifican según la forma de exportar el N com-
binado:

�  productoras de amidas (asparagina, glutamina), so-
bretodo las leguminosas de zona templada

�  productoras de ureídos (alantoína, ácido alantoíco),
sobretodo en las leguminosas de zona tropical.

La figura 3  (Dommergues et al., 1999) presenta un es-
quema que resume el diálogo molecular entre Sinorhizo-

bium y alfalfa que se traduce en intercambio de señales
que permiten distinguir tres niveles de especificidad   indi-
cadas en el esquema por asteriscos.

El proceso comienza con la   exudación de sustancias in-
ductores (flavonoides, betaínas)  por la raíz. En su presen-
cia, las proteínas reguladoras sintetizadas por los genes
nodD de la bacteria son activadas e inducen los genes es-
tructurales de la nodulación. Estos incluyen los genes co-

munes A, B y C, encontrados en todas las especies de Rhi-

zobium y genes específicos a una especie de Rhizobium.

La expresión de genes estructurales conduce a la pro-
ducción de señales bacterianas constituidas por lipo-oli-
gosacáridos de glucosamina sulfatado, de PM 1.102, in-
ducido por flavonoides; éstos son los factores de nodula-
ción o factores Nod, que estimulan la curvatura de pelo y
la división de las células corticales.

Los sustituyentes químicos en la molécula base son los
responsables en gran parte,  de la especificidad hacia el
hospedante.

En el curso de esta simbiosis, el programa genético de la
planta hospedera es considerablemente modificado y
muchos genes de la planta se expresan en los nódulos.

El cordón de infección se produce luego de invaginación
de la pared del pelo y crece a lo largo del mismo. Las
bacterias diferenciadas en bacteroides se rodean de una
membrana peribacterial que deriva de la membrana de
la célula vegetal.

En la nodulación se distinguen varias etapas resumidas
en el cuadro 6 (Sprent y Sprent, 1990) y en la figura 4 (a,
b y c, Wood y Newcomb, 1989; d, Truchet et al., 1989.

Figura 3-  Esquema de la colonización de una leguminosa por rhizobio

Alfalfa

Señales excretadas por la
planta (flavonoides, betaínas)

Inducción de nódulos radicales

Sinorhizobium mililoti

Proteína NodD

nodD genes nod estructurales
precursores nod

proteina nod

factores nod

    H
carbonil

grupo con:
  acetil,
 carbonil

metil

H, acetato,
sulfato, fucosa,
metilfucosa,
sulfometilfucosa,
acetil-metilfucosa,
D-arabinosa

    H
glicerol

18C
16C
20C
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Fijación de nitrógeno por leguminosas

La cantidad de nitrógeno tomada por una leguminosa va-
ría considerablemente con la especie, la efectividad de la
simbiosis, las condiciones del ambiente, del manejo, etc.

El cuadro 12 presenta valores sobre la fijación en diferen-
tes especies. La cantidad derivada del aire varía y repre-
senta en general un 50% del total en suelos fértiles, es mayor
en suelos deficientes y menor con fertilización nitrogenada.
En asociaciones con gramíneas la proporción derivada de
la fijación puede llegar al 80 o 90% pues el cultivo asociado
toma la mayoría del nitrógeno disponible en el suelo.

Cuadro 12 -   Nitrógeno fijado por leguminosas
(kg/ha/año)

Forrajeras

Templadas

Medicago sativa (alfalfa) 177
Trifolium platense (trébol rojo) 115
Trifolim repens (trébol blanco) 149

legum.consociadas(pradera mixta) 125
Melilotus alba (trébol de olor, blanco) 104
Medicago polymorpha (trébol carretilla) 63
Trifolium subterraneum (trébol subterráneo) 24
Lotus corniculatus(cuernecillo) 27
Tropicales

Centrosema pubesens(centro) 112
Stylosanthes guianensis 115
Neonotonia wightii 160-450
Leguminosas de grano

templadas

Vicia 57-190
Phaseolus vulgaris (poroto) 46
Lupinus sp.. (lupino) 128
Tropicales

Vigna unguiculata 35 - 77
Glycine max (soja) 17-124
Arachis hipogea (mani) 33-117

El N de las leguminosas puede transferirse a otros culti-
vos en mayor o menor grado por las siguientes vías:

� excreción de compuestos nitrogenados por los nó-
dulos y raíces

� pastoreo animal

� descomposición de parte aérea de la planta

Se citan valores de N% en distintas partes de una legu-
minosa, evaluado en floración o hacia el final de ésta:
hojas (2,6-5,0); tallos (1,2-1,8), raíces (1,6-2,4), nódulos
(3,9-6,5), vainas (3,1-4,2) y en la planta entera en legu-
minosas tropicales (2,0-3,0).

Perspectivas

Algunos de las prioridades en la investigación en el tema
se pueden resumir:

� incorporar leguminosas no tradicionales en ensayos
de adaptación como forrajeras perennes: Desmodium

intortum, Leucaena leucocephala, Lotenis bainesii,

Noenotonia wightii, Macroptilium atropurpureum

� extender las investigaciones sobre la fijación del N
2
 en

leguminosas arbóreas, importantes en la fijación de
suelos arenosos, erosionados, con incremento del ni-
vel de materia orgánica (Dommergues, 1995, Frioni et

al, 1998 a y b)

� estudiar leguminosas indígenas, bien adaptadas a
determinadas zonas ecológicas, pero no explotadas a
nivel agrícola

� evaluar la simbiosis triple: leguminosa-rhizobio-hongo
micorrítico

� mejorar genéticamente a los diazotrofos: el aumento
de la efectividad de los sistemas  existentes se puede
alcanzar manipulando los genes nif responsables de la
fijación del N

2
, construyendo nuevos organismos fijado-

res por transferencia de los genes

� seleccionar mutantes de rhizobios que pueden fijar
N

2
 en presencia de altos niveles de N combinado y

con una hidrogenasa funcional que le permita reci-
clar los ATP, permiten mayores rendimientos en la
fijación
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La falla en alguna de estas delicadas etapas conduce a
simbiosis deficientes o abortivas.

�  Multiplicación rizosférica de los rhizobios, a partir
de materiales excretados por las raíces. Este proceso
no es específico y se citan estimulaciones de rhizobios
por rizosferas de gramíneas y otras plantas

�  Adhesión entre la bacteria y células superficiales de los
pelos radicales. La marcada especificidad en esta sim-
biosis se ha explicado en parte, por la teoría de las lecti-

nas, glucoproteínas específicas que se unen por un lado
a hidratos de carbono producidos por el hospedante, y
por el otro a receptores moleculares de la bacteria. Legu-
minosas de diferentes grupos de inoculación cruzada sin-

tetizan lectinas con diferente afinidad por azúcares. Es-
tas sustancias se encuentran en semillas, raíces, hojas o
tallos y se piensa que cumplen varias funciones

Algunos autores comparan a estas moléculas con los an-
ticuerpos: los sitios a unir, en la bacteria y la planta, po-
seen afinidad por la misma molécula, llamada  trifolina,
en tréboles.

Funciones de las lectinas en la FBN:
I. adsorción no específica entre rhizobio y raíces

II. rol específico en la nodulación: se unen a receptores bac-
terianos través de los exopolisacáridos (EPS) o derivados
de EPS. Mutantes EPS- no nodulan a su hospedante.

Cuadro 6 - Interacción entre rhizobio y leguminosa en la  formación de nódulos

Fases Requerimientos Observaciones

Multiplicación en suelo y raíz Secreciones radicales pueden Especificidad variable
estimular o inhibir

Encurvamiento pelos radicales Compatibilidad entre planta Especificidad variable
y rhizobio

Entrada de la bacteria Invaginación y/o disolución o La planta puede tener factor
debilitamineto de la  pared celular genético no-nodulante. Muy
de la planta (enzimas) afectada ambiente (temp, pH)

Cordón de infección Sincronismo entre crecimiento En nódulos perennes, los
de la bacteria y pared celular de cordones son también perennes
la planta

Formación de nódulos Balance entre factores de Rh-bacteria específico inhibido alta
crecimiento del rhizobio y la planta temperatura y nitratos

Formación células infectadas Liberación rh del cordón, sincronismo Inhibida por factores ambientales
en el crecimiento de la membrana y un nutricionales que afectan
de la célula vegetal y la multiplicación crecimiento vegetal
del rhizobio

Formación bacteroides, Intercambio de señales y comple- Combinación planta y rhizobios
síntesis N

2
asa y leghemo mentación genética específicos

globina

Mantención del  tejido Intercambio de metabolitos Afectada por altas temperatura,
nodular con bacteroides (HdeC, N-org) alto nitratos, baja H%
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historia previa y donde se inocula en un casi 100% pues
B.japonicum no se encuentra o está presente en niveles
bajos.

� población nativa de cepas específicas de eficiencia

moderada, resulta muchas veces difícil incrementar los
rendimientos por inoculación.

� alta población nativa con baja especificidad, como
ocurre con cultivos de leguminosas tropicales arbóreas
que nodulan con el mismo tipo de rhizobio, de baja es-
pecificidad.  Este es el caso del maní, que presenta abun-
dante nodulación nativa en amplias regiones del centro
de Argentina. La selección de cepas más eficientes en-
tre las nativas, bien adaptadas a la zona y una inocula-
ción masiva puede redundar en incrementos en este
importante cultivo oleaginoso.

El cuadro 10 presenta los resultados de un  ensayo de
campo donde se observa abundante nodulación de las
parcelas testigo, reflejo de la alta densidad de cepas nati-
vas. Sin embargo, en la cosecha se apreció efecto positi-
vo de la inoculación por cepas seleccionadas en el peso
de cajas y en la producción de N.

Cuadro 10- Inoculación en maní  (Arachis hypogea,L)

Tratamiento Peso cajas Grano N% kgN/ha

kg/ha

  testigo 2.115b 1.379b 4,77 65.76b
  urea 3.590a 2.342a 4.34 101,64a
  70kgN/ha
  M-4 2.853a 1.822a 4,74 86,36a
  M-13 2.679a 1.500ab 4,61 69,56a
  M-10 2.673a 1.560ab 4.62 72,07a

Dos o más tratamientos señalados por la misma letra no difieren
por Tuckey al 5%. M-4, M-10 y M-13 son aislamientos de la zona

Uso de los inoculantes
Los aspectos relacionados a la selección de cepas para
recomendar en un inoculante para leguminosa, el cultivo
del inóculo y la formulación de distintos tipos de inoculan-
tes son tratados en el Anexo práctico, así como las prácti-

cas referentes al control de calidad de estos productos
biológicos. Los principales puntos a tener en cuenta al
inocular una leguminosa son:

� empleo de inoculantes a base de turba que  asegu-
ran    buena sobrevivencia en la semilla hasta la germi-
nación. La esterilidad de la  turba permite extender los
plazos de vencimiento (cuadro 11). Las formas pildori-
zadas que emplean adhesivos  como  goma  arábiga o
derivados celulósicos, para lograr  mayor   contacto   con
la semilla, que se recubre con carbonato de calcio  y
fosfato de roca, mejoran la inoculación.

� biocidas  y fertilizantes: asegurarse  que las semi-
llas no hayan sido tratadas con sustancias tóxicos y
fertilizantes y que los recipientes empleados en la ino-
culación están libres de aceites, petróleo, metales pe-
sados, etc.

� conservación: mantener el inoculante en ambiente fres-
co, en lo posible en el refrigerador hasta su uso. No
emplear inoculantes vencidos.

� inoculación y siembra simultáneas: sembrar lo más
pronto posible luego de la inoculación, y si se pildorizó,
no más de unos días después.

� condiciones de siembra: sembrar en suelo húmedo y si
la temperatura es muy alta, hacerlo al final de la tarde.

Cuadro 11 - Efecto de la esterilización de la turba
en la sobrevivencia de rhizobio (x 10

6
/g), luego de

4 y 26 semanas

                                    4 semanas              26 semanas

Cultivo A B C A B C

R. leguminosarum 660 990 110 6 79 2,8
bv trifolii TA1

S. meliloti SU47 1500 1800 697 180 170 5,3

Bradyrhizobium 1100 1200 16 25 190 1,0
CB 756

A= esterilización en autoclave
B= esterilización por rayos gama
C= turba no estéril
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�  Encurvamiento de los pelos y marcada deforma-

ción de los mismos, constituyen los primeros pasos
de la infección. El pelo se encurva y encierra al rhizobio
adherido. El fenotipo se designa como Hac+. Rhizobios
heterólogos son incapaces de inducir encurvamiento de
los pelos. La producción de sustancias con caracter de
fitohormonas como el AIA,  debilitaría las paredes de
los pelos, facilitando la deformación que precede a la

infección. Las giberelinas inhibirían el desarrollo de fu-
turos nódulos.

�  Penetración de la bacteria a través de la pared de

los pelos radicales y formación de un cordón de

infección tubular, intracelular que confina a las bac-
terias a medida que ellas penetran en las células del
hospedante. En trébol blanco, se observó cordón de

Figura 4 – Etapas tempranas en la nodulación en alfalfa: a) pelo absorbente no inoculado, n=núcleo, v=vacuola),
b) encurvamiento del pelo, 8 horas luego de la inoculación, la flecha grande muestra masa de bacterias en el bucle,

c) raíz luego de 11 horas de la inoculación, con cordón de infección,
d) raíz colonizada luego de 5 días de la inoculación con un nódulo en formación.

a b

c d
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otras regiones y de cepas seleccionadas por centros de
colección del país o del exterior (caso C)

� Falta de nodulación y pobre desarrollo vegetal en el tes-
tigo, indican carencia de rhizobios nativos y si no hay
respuesta a los otros dos tratamientos se debe suponer
que otros factores, excluyendo el N, como el P, S, Fe,
etc. limitan el crecimiento vegetal (caso D)

Este mismo ensayo se emplea para evaluar el efecto de
otros nutrientes, como por ejemplo, el fósforo o microele-
mentos, mediante el diseño de parcelas divididas. El en-
sayo se instala en condiciones óptimas para el desarrollo
vegetal, en general con una fertilización mínima basal.

Una vez establecida la necesidad de inoculación, se de-
termina los criterios para la selección de cepas apro-
piadas para el huésped en cuestión. Las cepas usadas
en los inoculantes deben ser cuidadosamente seleccio-
nadas y mantenidas, deben probarse anualmente para
minimizar las posibilidades de cambios en las propieda-
des simbióticas.

Cualidades de una cepa de rhizobio para su recomen-
dación en la fabricación de inoculantes:

� efectividad en la fijación del N
2
, la más importante de

las propiedades, las cepas deben superar significativa-
mente al testigo (T) en ensayos de laboratorio, inverná-
culo y campo

� competencia en la rizosfera o competencia saprofíti-
ca, le permite a la bacteria soportar las condiciones
físico-químicas del medio, emplear eficientemente los
nutrientes disponibles y lograr imponerse a la población
nativa

� otros requisitos: infectividad o sea buena capacidad
para formar nódulos rápidamente, adaptación a circuns-

tancias especiales, como bajos pH, tratamientos pesti-
cidas, salinidad, capacidad para nodular a bajas tempe-
raturas, con altos niveles de nitrógeno combinado, etc.

� hidrogenasa: le permite reciclar el H
2
 liberado en la

FBN, derivando los electrones liberados hacia la nitro-
genasa

� rápido crecimiento en medios de cultivo simples y
la sobrevivencia en los soportes más empleados, son
importantes ventajas que facilitarán la preparación de
inoculantes

� estabilidad genética, que no sufra frecuentes mutacio-
nes en la conservación en el laboratorio

En la recomendación de inoculantes se pueden dar alter-
nativas:

� aconsejar el uso de varios inoculantes, cada uno con
una cepa altamente efectiva para especies individuales

� empleo de cepas de «amplio espectro» que fijan N
2
 con

amplio rango de leguminosas

� aconsejar el uso de inoculantes con varias cepas, o
polivalentes, que incluyan a las mejores cepas para
cada especie del huésped

La tendencia en general es a la producción de inoculantes
con cepas de amplio espectro, de utilidad en vastas regio-
nes del país e incluso a nivel regional. Esta práctica evita
también la introducción de muchas cepas que con el tiempo
se pueden volver ineficientes, pero manteniendo su infectivi-
dad, se comportan casi como parásitas. Pueden presentar-
se situaciones en las que se justifica la producción de inocu-
lantes a nivel local, cuando las características de la zona y la
importancia de las variedades empleadas así lo justifiquen.

La inoculación puede resultar imprescindible cuando se
desea introducir una variedad o un cultivo nuevo en una
región. Resulta de importancia seleccionar cepas eficien-
tes a partir de los rhizobios nativos, bien adaptados a
las condiciones ecológicas de la región.

La tarea de extensión es muy importante y el productor
debe conocer los beneficios que redundan de una buena
inoculación.

Respuesta a la inoculación

� población nativa de rhizobios es escasa o nula o
ineficiente, se obtienen en esta situación muy buenos re-
sultados. Esto ocurre con el cultivo de soja en suelos sin
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ca que un mínimo de 16 ATP se requieren por molécula
de N

2
 reducida.

En la práctica el costo es más alto, debido a la ineficiencia
de la actividad de la N

2
asa y a costos asociados al desa-

rrollo y mantenimiento del nódulo a la asimilación y el trans-
porte del amonio.

Las estimaciones en la literatura varían ampliamente, un
dato generalmente reconocido se sitúa en 28 mol ATP

por mol de N
2
, excluyendo los costos adicionales y hasta

el 33% de la energía fijada fotosintéticamente.

Interacciones entre genes de la bacteria y de la planta

La iniciación y formación de los nódulos son el resultado
de interacciones simultáneas de los genes de la planta y
de las bacterias.

�  genes de la nodulación,  genotipo específicos, jue-
gan un importante rol. Por ejemplo el genotipo arveja,
Pisium sativum bv Afghanistan es nodulada por cepas
de Rhizobium TOM pero no lo es por cepas europeas
de rhizobio. Los genes que permiten a las cepas TOM a
nodular arveja Afghanistan se han localizado en el plás-
mido simbiótico.

�  inducción de genes de la nodulación por flavonoi-
des e isoflavonoides, señales de la planta que indu-
cen los genes nod han sido mostradas como nece-
sarias para la inducción de los genes de la nodula-
ción. Un hecho interesante es que los rhizobios de
amplio rango de huéspedes, responden a un amplia
gama de compuestos y aquellos con estrecho rango
aceptan solamente un limitado número de flavonoi-
des. Pico moles (pmol = 10-12 moles) de estos com-
puestos pueden inducir la expresión de los genes nod

de rhizobio.

Genes de la nodulación
Las secuencias de ADN bacteriano que se requieren para
la formación de nódulos fijadores de N

2
 en raíces o tallos

se refieren como genes nod. Más de 30 genes nod han
sido identificados y secuenciados, más que las letras del
alfabeto (nod A, nod Z) los futuros loci de nodulación son
referidos como genes nol (nodulación loci).

infección 2 días luego de la inoculación con rhizobio
infectivo. Exámenes en cultivos en hidroponia sugi-
rieron que se requiere estrecha proximidad del nú-
cleo de las células de los pelos radicales y el ápice
del cordón, mientras éste avanza hacia la base del
pelo. Allí, se ramifica en la pared celular y penetra en
la corteza.

Dos hipótesis explican la invasión:
invaginación de la pared vegetal ante la presión de las
bacterias y participación de enzimas, las bacterias den-
tro del pelo capilar pueden degradar la pared por enzimas
líticas: carboxicelulasa y poliugalatouronasa.

�  Diferenciación nodular, cuando el cordón llega a una
célula particular (poliploide en relación al hospedante)
cesa la síntesis de pared o ésta es degradada por enzi-
mas líticas y la bacteria es liberada en células que for-
marán la zona infectada del futuro nódulo. En respues-
ta a esta invasión, ciertas células corticales son estimu-
ladas a proliferar, se alargan y emergen como tejido no-
dular diferenciado, infectado con los rhizobios, que se
transforman en bacteroides.

La membrana de la célula vegetal forma otro envolto-
rio para saparar los rhizobios de la planta: es la mem-

brana peribacterial. Otro mecanismo de infección es
por heridas, que se presenta en algunas simbiosis,
como en rhizobio-mani y en el caso de Frankia-no le-
guminosas.

�  Fijación de N
2
, varios días después la bacteria den-

tro de las células hospedantes en nódulos efectivos
comienzan a fijar nitrógeno y excretan amonio en el
citosol de las células de la planta donde puede ser
asimilado por acción de la glutamato deshidrogena-

sa (GDH) y por acción de la glutamino sintetasa

(GS) o de la glutamino-2-oxiglutarato-amino-trans-

ferasa (GOGAT). Esta segunda ruta es empleada más
frecuentemente.

El costo exacto en la simbiosis con leguminosas en tér-
minos de ATP empleado es motivo de polémica. Desde
que la transferencia de cada electrón de los 8 involucra-
dos en la reacción requiere la hidrólisis de 2 ATP, signifi-

Lillian Frioni276

ducir las leguminosas. Esta técnica resulta imprescindi-
ble cuando se introducen nuevas leguminosas, sobre todo
si son huéspedes de alta especificidad (Trifolium, Medi-

cago, Glycine), cuando la población nativa es ineficiente
o cuando la deficiencia en nitrógeno limita el desarrollo
vegetal.

Requisitos para el éxito de la inoculación:

� que la semilla inoculada posea la bacteria adecuada en
número suficiente

� que el método y las condiciones de inoculación permi-
tan la sobrevivencia de las bacterias

� que las condiciones del suelo próximo a la semilla
permitan la colonización de los rhizobios en la rizos-
fera, la formación de los nódulos y su funcionamien-
to efectivo.

Técnicas de inoculación

� natural: en la antigüedad, los agricultores mezclaban
las semillas con tierra de plantíos de leguminosas, ase-
gurándose la nodulación

� inoculantes comerciales productos con alta densidad
de cultivos específicos de rhizobios en diversos sopor-
tes, en general turba estéril o en cultivos líquidos. La
dificultad en algunos países para obtener turbas de bue-
na calidad, obliga a la búsqueda de sustitutos, como
tierra de diatomeas, bagazo de caña, grava, etc.

Establecimiento de la necesidad de inoculación
La colección y selección de cepas de rhizobio puede re-
sultar inútil si las leguminosas nodulan eficientemente con
poblaciones nativas, situación frecuentemente encontra-
da en leguminosas tropicales, que nodulan con el mismo
tipo de rhizobio o si el suelo contiene alto nivel de nitróge-
no combinado. Se emplea un ensayo simple de campo en
parcelas con 3 tratamientos, para determinar la necesi-
dad de inoculación:

1. testigo sin inocular para evidenciar la presencia y efi-
ciencia de cepas nativas (T)

2. inoculada con una cepa potencialmente eficiente y
seleccionada en ensayos te invernáculo o que es emplea-
da con éxito en otra región (I)

3. fertilizada con dosis óptmas de N inorgánico (N), pue-
de ser incluso inoculada, donde se logra el máximo desa-
rrollo

Ejemplos de resultados

La figura 9 presenta algunas de las respuestas posibles.

� Rendimiento similar en los tres tratamientos y buena
nodulación en los testigos, indica abundante y eficiente
población nativa de rhizobios específicos para la legu-
minosa, no se aconseja la inoculación (caso A)

� Los testigos crecen pobremente y con nódulos inefecti-
vos, mientras que los inoculados lo hacen bien y con
abundante nodulación, indican buena respuesta a la ino-
culación (caso B)

Figura 9-  Ensayo de campo para determinar la necesidad de
inoculación de leguminosas

� Poco desarrollo en el inoculado, pero buena respuesta
a la fertilización, se supone que la cepa no es la ade-
cuada o que la calidad del inoculante no es buena. En
este caso es necesario plantearse una selección de
cepas ya sea a partir de nódulos de buenas plantas de

alto

medio

bajo

alto

medio

bajo

N

  A                                       B

  C                                       D

sin inocular inoculado alto N mineral
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En la mayoría de los miembros de los géneros:

� Rhizobium, los genes nod están localizados en plás-

midos (también llamados plásmidos simbióticos o
sym)

� Bradyrhizobium y Azorhizobium, los genes nod se loca-
lizan en el cromosoma

Tres tipos de loci de nodulación han sido identificados en
varios rhizobios:

� genes nod comunes

� genes nod específicos para el huésped (hsn)

� genes nod genotipo específicos (GSN)

Los genes nod comunes son funcionalmente similares
entre especies de rhizobios. Incluyen nod ABC y son
necesarios para la iniciación y formación del nódulo
(cuadro 7).

Los genes nod D están estrechamente ligados a los ge-
nes nod comunes. Poseen una función regulatoria, sus
productos interactúan con señales moleculares vegetales
(flavonoides e isoflavonoides) y activan la transcripción
de otros genes nod inducibles. Los genes nod ABC codi-
fican proteínas que determinan factores extracelulares que
causan deformación de los pelos y división de células cor-
ticales de la raíz.

hsn (host specific nodulation) son los loci requeri-
dos para nodulación de una planta específica en di-
ferentes géneros de leguminosas. Cuando un locus
de nodulación de un organismo donador es transfe-
rido a una cepa recipiente apropiada, la inhabilita a
nodular la planta huésped del donador, el gen es
considerado hsn.

GSN (genotype-specific nodulation) se refieren a ge-
nes que permiten la nodulación de genotipos específi-
cos de plantas dentro de una especie de leguminosa
dada.

A pesar de que muchos de los mismos genes de nodula-
ción han sido encontrados en especies de Rhizobium y

Bradyrhizobium japonicum, 3 diferencias separan a esas
bacterias:

� En B. japonicum los genes de nodulación no se locali-
zan en plásmidos sino que se distribuyen en el cromo-
soma.

� Los genes estructurales nif DK y H están físicamente
separados por una distancia relativamente grande de
los genes nod

� En el caso de rhizobios de crecimiento rápido las sus-
tancias que inducen los genes nod (moléculas señal
derivadas de las plantas) pertenecen a la clase conoci-
da como flavonoles, flavonas y flavanonas. En B. ja-

ponicum las principales sustancias inductoras son iso-

flavonas.

Genes de la fijación del nitrógeno (cuadro 7)
Dos grupos principales de genes han sido descriptos:

� Los genes nif refieren a la secuencia genética que es-
tán específicamente involucrados en el proceso de FBN
y que se correlacionan estructural y funcionalmente con
diazotrofos de vida libre, sobretodo Klebsiella pneumo-

niae.

� Los genes fix (para la fijación) están también específi-
camente involucrados en la FBN, pero no se correla-
cionan con los de K.pneumoniae. Esta fue la primera
bacteria fijadora de N

2
 estudiada en detalle, por la

adaptación de técnicas empleadas primeramente en
E.coli.

Los productos de los genes nif A y nif L controlan el ope-
rón de todos los otros genes nif.

Genes fix junto a otros genes involucrados en la FBN
son referidos colectivamente como genes sym, que in-
cluyen a los necesarios para las interacciones iniciales
con la planta (reconocimiento, encurvamiento, forma-
ción cordón de infección) y la formación y mantenimien-
to de los nódulos radicales o de tallos (nod, nol, GSN

y hsn).  Además otro conjunto de genes bacterianos
están involucrados en la biosíntesis de la parte hemo
de la nodulina leghemoglobina, necesaria para la
protección del O

2
.
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Factores biológicos
Se han aislado de la rizosfera o del rizoplano cierto núme-
ro de bacterias, hongos y sobre todo actinomicetes, que
se muestran antagónicos frente al rhizobio in vitro. Este
antagonismo puede deberse a competencia por los nu-
trientes, acidificación, producción de antibióticos u otras
sustancias, y aun a la predación por protozoos o a la in-
fección por fagos líticos.

Muchas veces un inoculante desaparece en el suelo. La
causa precisa, de origen biológico, es difícil de determi-
nar. Una bacteria predatora que lisa ciertas cepas de rhi-
zobio ha sido identificada (Bdellovibrio bacteriovorus) (Ca-
pítulo 14). Este parásito afecta a los rhizobios en el suelo
cuando la densidad de la presa es alta. La población afec-
tada puede aun mantenerse a niveles aceptables para
nodular leguminosas (104-105 células/ml), de modo que
las frecuentes desapariciones de rhizobios introducidos
en el suelo, no pueden explicarse exclusivamente por las
actividades de este microparásito.

Los fagos líticos fueron motivo de numerosos estudios,
sobre todo en suelos donde las pasturas fracasaban en la
nodulación luego del segundo año de instaladas. El pro-
blema de la decadencia de los alfalfares fue atribuído, en
parte a la acción de estos parásitos intracelulares.

Las bacteriocinas constituyen un grupo de sustancias,
sobre todo proteínas, péptidos, producidas por muchas
bacterias que afectan a organismos muy relacionados,
incluso de la misma especie, a diferencia de los antibióti-
cos, que poseen un espectro de acción más amplio.

Las rhizobiocinas han sido descritas como elemento de
lucha biológica que permite la supremacía de la célula
productora frente a la población de rhizobios nativos del
suelo. Para algunos autores serían partículas defectuo-
sas de fagos, pues se parecen a las colas de ciertos virus
de E. coli, y su síntesis está muchas veces mediatizada
por plásmidos.

Distintos patógenos pueden afectar directamente a la
FBN atacando nódulos (insectos) o indirectamente afec-
tando el crecimiento de las plantas, como los nemáto-
dos. La figura 8 muestra la sobrevivencia de R. legumi-

nosarum bv trifolii y S. meliloti en suelo estéril y no esté-
ril. Se observa que estas bacterias mantienen alta den-
sidad en suelo estéril y declinan lentamente en suelo no
estéril, debido a interacciones biológicas. La selección
de cepas buenas competidoras en los suelos donde va
a ser empleada, es un requisito importante cuando se
desea éxito en la colonización temprana de raíces de
plántulas inoculadas.

Figura 8-  Sobrevivencia de R. leguminosarum bv trifolii y S.

meliloti  en suelo estéril y no estéril

Inoculación de las leguminosas

La fijación biológica del nitrógeno por la simbiosis
rhizobio-leguminosa compite económicamente con la fer-
tilización nitrogenada. Si bien las gramíneas fertilizadas
con nitrógeno producen más materia seca por su mayor
eficiencia fotosintética, la siembra de leguminosas se in-
crementa en el mundo, ya sea por la calidad nutritiva de
sus granos (soja, maní, leguminosas tropicales), por su
aporte en forrajes y sobre todo cuando se desea recupe-
rar suelos muy degradados.

En muchos suelos el nivel y la eficiencia de las cepas na-
tivas pueden no ser los adecuados y la nodulación y la
fijación del N

2
 resultar insuficientes para satisfacer las

demandas del cultivo.

Desde muy antiguamente se practica la inoculación arti-

ficial de las semillas o del suelo en donde se van a intro-
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Genética del hospedante

Las leguminosas muestran gran variabilidad genética
en respuesta a la invasión por rhizobios. Varios auto-
res, consideran que el hospedante es el que corriente-
mente desempeña el rol principal en el control de la
simbiosis, afectando el tamaño, la forma y el número
de nódulos, así como la efectividad de los mismos. Se
reconocen:

� genes de «no nodulación» : ausencia de nódulos en
plantas inoculadas con especie compatible de rhizobio,

en distintas leguminosas: r r en Trifolium pratense, la
bacteria no penetra en los pelos radicales; rj1 rj1 en

Glycine max: la nodulación es controlada en las raíces,
Sym-l en Pisum sativum, el hospedante no nodula a tem-
peraturas menores a 26ºC y Sym-2, la inoculación con
ciertas cepas de R. leguminosarum en el mismo hospe-
dante produce fallas en la nodulación por aborto de los
canales de infección.

� morfología de los nódulos es controlada por el hos-

pedante. Se ha demostrado también que el genotipo
del hospedante influye sobre la distribución de los nó-
dulos en el sistema radical, así como en el número de
nódulos formados.

� nodulación efectivas o inefectivas: el término «inefec-
tiva» se aplica cuando la secuencia se interrumpe en
algún momento. Varios genes del hospedante contro-
lan la nodulación inefectiva.

� eficiencia de la FBN. Así, en soja variedad «Peking»
inoculada con cepas de R. japonicum (serogrupo 123)
se forman nódulos grandes de aspecto normal, aun-
que las plantas permanecen pequeñas y cloróticas,
síntomas de deficiencia en N. Sin embargo, la misma
variedad establece simbiosis eficientes con otras ce-
pas de R. japonicum y lo mismo ocurre con las cepas
del serogrupo-123 con otras variedades de soja.

� nodulinas, proteínas específicas sintetizadas como res-
puesta a la invasión por rhizobios, como por ejemplo la
(leghemoglobina) con secuencias de mARN cuyo ori-
gen está en el hospedante.

Estructura nodular

Se cree que la formación de los nódulos está controla-
da por fitohormonas: citoquininas, auxinas, gibere-

linas, producidas no sólo por los rhizobios, sino tam-
bién por el huésped frente al estímulo de la bacteria.
Estas sustancias inducen repetidas divisiones celula-
res de células poliploides. El ácido absísico exógeno
ejerce una inhibición específica y detiene la iniciación
nodular.

Cuadro 7 - Genes simbióticos en Rhizobium y

Bradyrhizobium

Gen Concepto Función

hac encurvamiento Encurvamiento de pelos
capilares

nod nodulación Eventos en desarrollo de
nódulos

hsn específicos del, Determinación de especi-
hospedante ficidad del húesped

efn eficiencia de la nodulación Genes adicionales para
eficiencia de la nodulación

ndv desarrollo nódulo Regulación del desarrollo
del  nódulo, ej: glucanos
cíclicos

exop polisacáridos extracelulares Regulación de infección  y
liberación de bacteroides

nif fijación de N
2

Involucrados en FBN
homóogos a los
de Klebsiella

fix fijación Genes adicionales involu-
crados en la FBN en esta-
do simbiótico (sin homolo-
gía con los genes nif de
Klebsiella)

dct transporte  ác. di carboxílicos Transporte de ác. di
COOH- como sustratos
para la FBN en bacteroides
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cordones de infección y aumenta el número de abortos
de eventos iniciales de la infección. Uno de los mecanis-
mos de inhibición podría ser por inactivación del ácido
indol-acético (AIA), fitohormona involucrada en la colo-
nización, por los nitritos producidos por reducción bioló-
gica de los nitratos. Los nitritos también inactivan a la
leghemoglobina.

El amonio es asimilado inmediatamente, pero el nitrato
requiere un período de tiempo antes de ser asimilado,
coincidente con su reducción por nitrato reductasas. El
exceso de amonio, o de glutamina, reprime la produc-
ción y actividad de la nitrogenasa. Con alta disponibil-
diad de N en la parte aérea se disminuye el nivel de
fotosintetizados que llegan al nódulo. Sesbania rostrata

es una leguminosa que produce nódulos en raíces y

tallos, presentó marcada inhibición de los nódulos radi-
cales por la presencia de nitrato de amonio, pero los nó-
dulos del tallo no fueron afectados y redujeron activa-
mente el acetileno. Esta planta posee una alternativa para
evitar la inhibición de la nodulación radical y se amplía
el conocimiento sobre especies de leguminosas y de
plantas actinorríticas (simbiosis con Frankia) que pue-
den formar nódulos en tallos.

Interesa en muchos casos complementar el aporte de N
por FBN con una fertilización con N combinado. Es nece-
sario analizar el período de mayor fijación a los efectos de
incorporarlo antes o después (evaluación actividades de
nitrogenasa y nitratoreductasa). La inhibición por nitratos
es afectada por la combinación rhizobio-leguminosa. El
empleo de mutantes nitrato-reductasa negativas, inca-
paces de reducir nitratos, ofrecen la alternativa de seguir
fijando N

2
 en presencia de N-NO

3
-

Polución
El uso indiscriminado de herbicidas, fungicidas, la acu-
mulación de sales de metales pesados en suelos y aguas
resulta perjudicial para el rhizobio. Se han descrito diver-
sas técnicas de incorporación de biocidas a las semillas
evitando su íntimo contacto con la bacteria. A pesar de la
multiplicidad de resultados obtenidos, se piensa que los
pesticidas aplicados en dosis aconsejadas no perjudican
al rhizobio.

De manera general, los fungicidas son más perjudiciales,
seguido de los herbicidas y los insecticidas. Se seleccio-
nan mutantes de rhizobio altamente efectivas en la fija-
ción del N

2
, resistentes a altos niveles de pesticidas, so-

bre todo a los fungicidas que son aplicados directamente
sobre las semillas.

Productos de la fotosíntesis
La fotosíntesis provee energía y poder reductor para la
fijación del N

2
 y los esqueletos carbonados para la for-

mación de aminoácidos, amidas, etc., fuentes de nitró-
geno para la leguminosa. Las leguminosas noduladas
requieren iluminación adecuada para mantener una ac-
tiva fijación. Son muy conocidos los experimentos que
muestran las fluctuaciones de la actividad nitrogenasa
de nódulos por cambios en la iluminación, o cuando se
corta la parte aérea o se sombrean los cultivos.

Si se incrementa el nivel de  CO
2
 de la parte aérea de

plantas de soja (con envoltorios transparentes) la fija-
ción del N

2
 a los 40 días de la siembra se estimuló más

de 4 veces (evaluada por reducción del acetileno a etile-
no). Pero en la práctica resulta muy difícil regular el ni-
vel de CO

2
 sobre un cultivo, salvo manejando las densi-

dades de siembra, la competencia entre plantas.

Con elementos marcados se mostró la translocación de
productos de la fotosíntesis hacia los nódulos: sacarosa,
glucosa, ácidos orgánicos y se calculó el costo respirato-
rio de la fijación del N

2
 en soja, caupí y trébol blanco, con

mucha similitud en las tres leguminosas: entre 6,3 y 6,8
mg C/mg N fijado.  Consideraciones bioquímicas y teóri-
cas indican que la reducción del N

2
 a NH

3
 resultaría de un

costo mínimo respiratorio de unos 2C/1N, excluyendo los
gastos por la conversión del amonio en otros compuestos
y aquellos involucrados en el desarrollo y mantención de
los nódulos.

Si se consideran los costos de la FBN y el transporte,
la cifra puede superar el 33% de los fotosintetizados

que son translocados hacia los nódulos: un 5% se em-
plea en el desarrollo de los nódulos, un 12% se respira
como CO

2
 y un 15% se reexporta hacia el huésped con

el N fijado.
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En el futuro desarrollo del nódulo ocurren drásticos cam-
bios anatómicos y citológicos en células de la corteza. Pe-
queñas células meristemáticas se convierten en grandes
células con bacteroides. Su rápida senescencia una vez
cumplida la función de fijación del N

2
 está también rela-

cionada con cambios en el balance hormonal. Los nódu-
los de leguminosas y los tumores de agallas de corona
están inducidos por bacterias estrechamente relaciona-
das: Rhizobium o Bradhyrhizobium y Agrobacterium, y en
ambos casos se reconoce la inducción hormonal: en nó-
dulos posiblemente por auxinas y citoquininas, liberadas
por los rhizobios, en las agallas, por hormonas que pro-
ducen heridas.

Dos tipos de estructura primaria se pueden describir
(figura 5) (Duhoux y Nicole, 2004).

Figura 5 -  Organización de nódulos indeterminados y
determinados de leguminosa

� determinados: todas las partes se diferencian a la
vez y la senescencia ocurre simultáneamente, por lo
que estos nódulos tienen una existencia limitada.
Ejemplos: aeschynomenoide (Aeschynomene, Ara-

chis),  desmodoide (Arachis, Vigna unguiculata). To-

Raíz

nodular
corteza
externa

endodermis
periciclo
haces

conductores
corteza interna

pelo
absorbente
endodermis

periciclo
floema
xilema

meristema

Nódulo

dos los tipos, excepto caesalpinoides, se presentan
en las Papilionoideae. El descubrimiento de nódulos
en tallos de Sesbania rostrata permitió la inclusión
de un tercer tipo de nódulos determinados: sesba-
noide

� indeterminados: con meristema apical que continúa
activo a través de la vida del nódulo, dando nuevos ló-
bulos activos. Ejemplos: caesalpinoides (Mimosa, Albi-

zia), crotalarioide (Vicia faba), lupinoide  (Lupinus). Los
nódulos perennes son del tipo indeterminado, el meris-
tema persistente es capaz de reiniciar la actividad en
cada estación de crecimiento.

En el nódulo maduro se diferencian las zonas:

a. cortical, formada por células no diferenciadas ni infec-
tadas. En especies perennes estas células pueden apa-
recer suberificadas

b. zona meristemática, con activas divisiones celulares,
con células no infectadas que darán origen a las otras
zonas. En los nódulos efectivos la actividad meristemá-
tica es más prolongada

c. zona vascular, constituye un sistema de vasos ligados
a los de la raíz y por ellos la planta aporta los materiales
energéticos y retira los productos nitrogenados resul-
tantes de la fijación

d. zona bacteriana, o de infección, con células coloni-
zadas y otras no. Las primeras contienen a los bacte-
roides y aparecen hipertrofiadas, alcanzando dimen-
siones 4 a 8 veces superiores a las células sin bacte-
rias. El volumen de tejido infectado nos da un índice
de la capacidad de fijación. Los bacteroides apare-
cen al microscopio electrónico individualmente o en
grupo dentro de envolturas membranosas de origen
vegetal.

En las células colonizadas aparece una hemoproteína,
la leghemoglobina, que se une específicamente al O

2
 y

lo libera a bajas concentraciones de O
2
. La concentra-

ción de esta sustancia sólo encontrada en los nódulos
de leguminosas y no-leguminosas, se incrementa a me-
dida que la fijación progresa y su determinación colori-
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de CO
2
 del suelo. Como regla general, en suelos fértiles

los rhizobios sobreviven por períodos considerables. Se
informa una disminución de 10 veces en el número de
R. meliloti luego de 14 años y un número variable de
células se encontraron en suelo estéril, luego de más de
30 años.

La sobrevivencia de la bacteria depende del nivel introdu-
cido y del nivel de la población nativa: si ésta es alta, el
inóculo puede fallar debido a la mortandad natural y a la
competencia con la población nativa por el alimento y el
espacio.

Fertilidad del suelo
Las leguminosas noduladas presentan requerimientos
mayores de nutrientes en relación a las fertilizadas con
nitrógeno combinado. Esto ocurre con los elementos que
se encuentran en la nitrogenasa y otros sistemas enzimá-
ticos, como el Mo, Fe, S, Cu, Mg, Co. La fertilización con
fósforo, potasio, azufre, microelementos, afectan la so-
brevivencia del rhizobio y la nodulación y FBN.

El calcio es un elemento que se requiere en alto nivel
en leguminosas noduladas, sobre todo en las primeras
etapas de la nodulación. Si el nivel es bajo, se inhibe el
encurvamiento de los pelos y la nodulación. Al encalar
suelos ácidos, el calcio agregado aumenta el pH, dismi-
nuyendo la solubilización de elementos tóxicos a altas
concentraciones, como el Mn y el Al y se aumenta la
solubilidad del Mo. Se incrementan también los bicarbo-
natos del suelo que favorecen el crecimiento del rhizo-
bio en vida libre.

El fósforo constituye un elemento necesario para la le-
guminosa y la FBN y como su disponibilidad es baja en
muchos suelos agrícolas; la incorporación en la siembra
es práctica corriente. Las micorrizas contribuyen a su
absorción y las raíces de la leguminosas son muy mico-
rrizadas.

El molibdeno (Mo) es un elemento clave en la nitrogena-
sa, responsable de la transferencia de electrones de la
reductasa de la nitrogenasa (Fe-proteína) hacia el N

2
. Su

nivel puede ser limitante en suelos tropicales y es acon-
sejable incluirlo en una fertilización basal.

El cobalto (Co), hierro (Fe) y magnesio (Mg) son impor-
tantes en el funcionamiento de la nitrogenasa y para la
planta, por lo que los requerimientos en leguminosas no-
duladas se incrementan.

El nitrógeno combinado afecta el desarrollo de los nó-
dulos y la fijación del N

2
. Es bien conocida la inhibición de

la nodulación por los iones nitrato o amonio, aunque las
leguminosas difieren en la susceptibilidad a estos com-
puestos. Se citan numerosas experiencias en la bibliogra-
fía sobre los niveles mínimos de iones amonio que no in-
hiben a la nitrogenasa; en general, 40 mg/kg de N-NH

4
+

son tolerados, pero cantidades superiores a 100 mg/kg
inhiben la fijación en la rizosfera, efecto que ha sido rela-
cionado con inhibición en la producción de fitohormonas
cerca del sitio de infección.

El crecimiento de los nódulos es más sensible al exceso
de N que la nitrogenasa y ambos son más sensibles que
la infección y los eventos iniciales de la nodulación. La
figura 7 muestra la sensibilidad al nitrato de amonio de
algunas cepas de R. leguminosarum y la importancia de
la selección de cepas que mantengan la fijación del N

2
 en

presencia de N-combinado.

Figura  7-  Efecto del nitrato de amonio en la fijación de N
2
  de

Vicia  atropurpurea inoculada  con varias cepas de  rhizobio

Un exceso de nitratos disminuye la deformación de pe-
los capilares, la adhersión a sus paredes, el número de
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métrica se emplea como medida de la potencialidad de
fijación.

Su principal función está relacionada con la provisión de
adecuadas cantidades de O

2
 para el metabolismo respi-

ratorio de los bacteroides, manteniendo el nivel suficien-
temente bajo, como para no dañar el funcionamiento de
la nitrogenasa.

La constante de equilibrio para la oxigenación de la
leghemoglobina (0,04. 10-6M) asegura que los bacte-
roides suspendidos en solución parcialmente oxigena-
da de este pigmento, se encuentren en concentración
de O

2
 libre en el rango para una óptima producción de

ATP y para la fijación del N
2
. En los nódulos, la con-

centración de leghemoglobina es del orden de 1 mM, o
sea 105 veces superior a la concentración para su máxi-
ma actividad. El efecto tampón es muy grande, minimi-
zando el efecto de concentraciones fluctuantes de O

2
.

La cantidad de nitrógeno fijado en los nódulos es fun-
ción de:

� el volumen del tejido con bacteroide

� su actividad específica, es decir, la eficiencia en la
fijación del N

2

� el tiempo en que permanece activo

Las relaciones entre la bacteria, el huésped y su ambien-
te pueden afectar a la fijación del N

2
. Usualmente, la res-

tricción en el número de nódulos es compensada por un
mayor tamaño de los mismos. Para evaluar tempranamen-
te la fijación se tiene más en cuenta la masa de tejido
nodular, que su número.

El cuadro 8 presenta algunas de las características de
los nódulos efectivos y de los inefectivos (que no fijan
cantidades detectables de N

2
). Entre ambos grupos

existen varios grados de efectividad.

Nódulos aéreos
La interacción rhizobio-leguminosa se da también en
ciertas plantas  a nivel de los tallos (nodulación aérea

o caulinar). Es bien conocida en varias especies de
Sesbania  como S. rostrata, leguminosa arbustiva que
habita regiones anegadas, en Aeschynomene, Nep-

tunia natans, Discolobium pulchellum, Eritrina crista-

galli  y en plantas actinorróticas (Casuarina equiseti-

folia, C. glauca y C. cunninghamiana). El género Aes-

chynomene posee unas 350 especies de origen tropi-
cal, muchos de ellos viven en ambientes semi áridos
y en suelos inundados en estación de lluvias. Se han
descrito 22 especies con nódulos aéreos (Duhoux y
Nicole, 2004).

Cuadro 8 - Diferencias entre nodulación efectiva e
inefectiva

Nódulos efectivos Nódulos inefectivos

pocos y situados numerosos y repartidos
sobretodo en la en todo el sistema
raíz primaria radical

voluminosos de pequeños, de super-
superficie lisa o rugosa ficie lisa

actividad meriste- actividad meristemática
mática y nodular  y nodular corta
prolongada

infección generalizada, pocas células infectadas,
zona bacteriana grande, pocos o sin bacteroides
con bacteroides presencia de gránulos

de almidón

interior rojo por la no pigmentados de rojo
leghemoglobina

Las bacterias simbióticas que nodulan tallos de  Aes-

chynomene son Bradyrhizobium, fijadoras al estado
libre in-vitro, como Azorhizobium, algunos son ade-
más fotosintéticos con pigmentos como la bacterio-
clorofila, carotenoids y fotocromos. En la isla de La
Reunión y en México, casuarinas localizadas en lu-
gares de mucha lluvia, presentan en sus troncos pro-
tuberancias con nódulos (figura  6 ) (Duhoux y Nico-
le, 2004).
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rante a temperaturas elevadas, R. leguminosarum lo es
menos y los rhizobios de leguminosas tropicales soportan
amplio rango de temperatura.

Cuadro 9 - Efecto de la inoculación en Phaseolus

vulgaris con rhizobios en suelos ácidos y
encalados

cal ton/ha rhizobio/g suelo nódulos/ N%

inoculados planta

0 - 20,2 1,4

0,5 - 19,0 1,3

2 - 22,7 2,0

6 - 67,8 3,5

0 3,5. 104 23,1 2,5

0,5 “ 23,4 2,4

2 “ 30,0 3,2

6 “ 56,8 3,0

La selección de rhizobios tolerantes a altas temperaturas
y a la desecación es muy importante en la introducción de
leguminosas forrajeras en regiones áridas y semiáridas, o
de cultivos como soja o maní, en zonas áridas con irriga-
ción. La unión con arcillas, como por ejemplo de mont-
morillonita, protege a las células y les confiere resistencia
a altas temperaturas y desecación.

La simbiosis es más sensible a extremos de tempera-

tura. Bajas temperaturas retardan la infección y forma-
ción de nódulos, en tanto que las altas temperaturas pro-
vocan nódulos poco eficientes.

Para las leguminosas tropicales, temperaturas diurnas de
25 a 32ºC son óptimas para nodulación, funcionamiento
de la simbiosis y crecimiento de las plantas, con gran va-
riación entre especies. Los algarrobos exiben un óptimo
de 35ºC para la FBN.

El nivel de agua debe ser tal que no origine problemas
de presión osmótica en la célula. En regiones tropicales
con estaciones muy secas, el número de rhizobios en las

cepas superficiales del suelo disminuye rápidamente. Con
las lluvias, la recolonización puede ocurrir desde las ca-
pas más profundas.

La disminución del potencial hídrico del suelo limita tam-
bién el transporte de los productos de la fijación a la plan-
ta y el flujo de fotosintetizados. Altas humedades limitan
la aireación y la FBN. Algunos rhizobios con nitrato re-

ductasa desasimilativa (nir-) pueden sobrevivir en anae-
robiosis. Los nódulos soportan poco tiempo el enegamiento
(aumentan las lenticelas: expansiones de células epidér-
micas que facilitan los intercambios gaseosos, o los es-
pacios vacíos, con gases).

Los nódulos en tallos presentes en ciertas leguminosas,
como Sesbania rostrata, se independizan del problema
del exceso de agua.

Salinidad
Los suelos se clasifican en salinos si su conductividad eléc-
trica es mayor que 4dS/m. Contienen además de sodio,
un pH desfavorable, un desbalance de iones esenciales
(P, Fe, Zn, Mn, Bo), una estructura y textura alterada que
reduce la aireación y la retención de agua.

La tolerancia de los rhizobios a las sales varía mucho y de
hecho las leguminosas y las plantas actinorríticas son más
sensibles a la salinidad que la mayoría de las bacterias.
Los hongos ectomicorrícicos pueden incrementar la re-
sistencia a la salinidad de leguminosas noduladas.

Fuentes de carbono y energía
Los rhizobios introducidos en el suelo deben competir por
los nutrientes del suelo. El uso eficiente de las fuentes
naturales de carbono, energía y demás nutrientes, es de
suma importancia para su persistencia. La competencia

saprofítica es una de las cualidades que se les exige a
las cepas para ser seleccionadas en la producción de ino-
culantes. Las leguminosas ejercen efectos estimulantes
sobre la población de rhizobios, a través de sus exudados
y descamaciones de tejidos.

El agregado al suelo de sustratos orgánicos, como abo-
nos de granja estimulan a los rhizobios debido, tal vez,
al efecto combinado de los nutrientes orgánicos e inor-
gánicos, modificaciones del pH, o aumentos en el nivel
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Figura 6- Nódulos caulinares en Sesbania rostrata.
Desarrollo del tallo, cada punto representa un sitio de

nodulación, los sitios de nodulación son puntos de salida de
raíces adventicias, nódulos áereos y corte de un nódulo.

Otras enzimas que poseen los rhizobios

Hidrogenasa: La nitrogenasa libera H
2
, que puede per-

derse o ser recapturado por una hidrogenasa: la reacción
simplificada es

H
2
 + X          H

2
X           X  es el aceptor final de electrones,

           usualmente el O
2

El gran interés de la hidrogenasa se ha centrado en su
posible rol en incrementar la eficiencia de la FBN. El tér-
mino Eficiencia relativa (ER) ha sido definido como:

ER= electrones usados en la reducción del N
2

        flujo total de electrones a la nitrogenasa

Experimentalmente se determina:

ER= 1-  H
2
 liberado en aire

            H
2
 liberado en atm.sin N

2

ER = 1-   H
2
 liberado en aire

               C
2
H

2
 reducción

Dado que hasta un 25% de los electrones destinados a
la N

2
asa se pueden perder en la evolución del H

2
, el máxi-

mo valor para la ER será 0,75. En realidad se encontra-
ron valores entre 0,40 a 0,99. Valores superiores a 0,75
son sólo posibles si algo del H

2
 liberado por la N

2
asa no

se detecta en la evolución neta del H
2
. Se postula que la

presencia de una hidrogenasa puede contribuir a incre-
mentar la eficiencia de la FBN en varias vías:

� provee una fuente de poder reductor que puede resul-
tar metabólicamente útil, por ejemplo en la regenera-
ción de ATP.

� la oxidación del H
2
 está acoplada a la consumición del

O
2
, por lo tanto se protege a la N

2
asa.

� el H
2
 es un inhibidor de la reducción del N

2
 por la N

2
asa

y la actividad H
2
asa puede remover un potencial inhibi-

dor de la reducción del N
2
.

Existe mucho debate sobre el hecho de que la presencia
de una activa H

2
asa (fenotipo Hup+) confiere un beneficio

significativo a las leguminosas en el campo. Compara-
ción entre simbiosis con Hup- y Hup+ han dado resultados
variables. La planta puede afectar la expresión de la acti-
vidad de la hidrogenasa, unas 128 cepas de B.japonicum

expresan actividad H
2
asa en simbiosis con cowpea, pero

no con soja.

Protección de la nitrogenasa frente al
oxígeno

En los sistemas simbióticos diferentes mecanismos de
protección están involucrados:

� la corteza de los nódulos constituye una importante
barrera física a la difusión del O

2

� la leghemoglobina en leguminosas o hemoglobina en
plantas actinorríticas. Este pigmento rojo se presenta
en el tejido central de nódulos fijadores, rodeando a los
bacteroides. Esta molécula es una nodulina, hemopro-
teína temprana sintetizada en los nódulos. La fracción
proteica parece ser codificada por el vegetal, mientras
que los bacteroides serían los responsables de la sínte-
sis de la fracción hemo

� la respiración de los bacteroides contribuye a la re-
moción del O

2
 (6 veces más alta que en nódulos inefec-

tivos)

 ➤
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� la hidrogenasa contribuye a la protección de la nitroge-
nasa al eliminar el H

2

Autoregulación en la formación de nódulos

Con mucho N combinado en el suelo, la planta regula
la nodulación. La planta puede también controlar la for-
mación de nódulos en ausencia de nitrógeno combina-
do: se habla de autoregulación. La zona susceptible
de las raíces no puede soportar futuras nodulaciones
luego del establecimiento de la primera infección. Existe
evidencia de que la emergencia de nódulos en legumi-
nosas está controlada por mecanismo de señal y res-
puesta. Las siguientes hipótesis pueden explicar la au-
toregulación:

� los rhizobios inducen divisiones celulares en la cor-
teza

� estas divisiones producen una señal transtocable que
actúa directamente o por la parte aérea para suprimir la
activiadad de división celular en la corteza.

Los problemas de la competencia de la cepa del inocu-
lante con rhizobios nativos es motivo de estudios a nivel
genético y caracteres que favorecen la colonización como:
movilidad, producción de antibióticos, características de
superficie para la adhesión, velocidad de nodulación, se
están identificando e introduciendo en cepas altamente
fijadoras. El empleo de un par rhizobio-leguminosa con
infectividad suficientemente restringida para prevenir la
nodulación por la población indígena será una muy buena
solución, independizando al inoculante del nivel de rhizo-
bios del suelo.

Factores limitantes de la FBN en la simbiosis
rhizobio-leguminosa

Los factores que afectan la sobrevivencia de la bacteria
en el suelo y aquellos que afectan la iniciación de los nó-
dulos, son sin duda decisivos en el éxito de la simbiosis.
Por ser un proceso resultante de complejas reacciones
fisiológicas y bioquímicas, que involucra especies distin-
tas, la FBN depende de la expresión del potencial genéti-

co del microorganismo diazotrofo, del hospedante, o de
ambos (en caso de las simbiosis) y del ambiente (Gra-
ham, 1998).

Fisico-químicos

pH

Este factor afecta distintas etapas de la simbiosis:

La bacteria es muy sensible a la acidez, aunque diferen-
tes cepas de una misma especie difieren marcadamente
por su sensibilidad al pH.  El encalado permite incremen-
tos en la nodulación. Se seleccionan rhizobios por su re-
sistencia a pH ácidos (pH 4,5).

Las leguminosas se afectan directamente por acción de
altas concentraciones de H+, o bien indirectamente por
deficiencias (Ca, Mg) o toxicidad (Al, Mn).  La FBN puede
ocurrir a pH menores que los necesarios para la persis-
tencia de la bacteria y la infección.

El encurvamiento de pelos capilares de Medicago sativa

por S. meliloti se detuvo a pH 4,5 pero ocurrió cuando éste
se elevó a 5,5. La iniciación de los nódulos y del cordón de
infección son sensibles a la acidez algunas horas luego de
que el encurvamiento se ha completado. Los niveles críti-
cos de pH para la nodulación varían con las especies y aun
dentro de estas,  sitúandose entre pH 3,5 y 5,5, con mayor
tolerancia en especies tropicales, como el caupi, producto-
ra de granos y estilosante, forrajera. La leguminosa puede
aumentar el pH de su rizosfera, favoreciendo al rhizobio y
la nodulación. La inoculación con altas dosis de rhizobios
facilita la infección y la nodulación.

El encalado es el método más empleado para mejorar
estos suelos. En Brasil  se lograron grandes aumentos en
los rendimientos por el encalado y la inoculación de legu-
minosa. El cuadro 9 muestra este efecto y la inoculación
con R. leguminosarum bv phaseoli en poroto en suelos
altamente ácidos de Colombia.

Temperatura y humedad
Los rhizobios son organismos mesófilos pero están sin
embargo, distribuidos en todas las regiones del mundo.
Difieren marcadamente en su tolerancia a elevadas tem-
peraturas. En general, S. meliloti es la especie más tole-
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Figura 6- Nódulos caulinares en Sesbania rostrata.
Desarrollo del tallo, cada punto representa un sitio de

nodulación, los sitios de nodulación son puntos de salida de
raíces adventicias, nódulos áereos y corte de un nódulo.

Otras enzimas que poseen los rhizobios

Hidrogenasa: La nitrogenasa libera H
2
, que puede per-

derse o ser recapturado por una hidrogenasa: la reacción
simplificada es

H
2
 + X          H

2
X           X  es el aceptor final de electrones,

           usualmente el O
2

El gran interés de la hidrogenasa se ha centrado en su
posible rol en incrementar la eficiencia de la FBN. El tér-
mino Eficiencia relativa (ER) ha sido definido como:

ER= electrones usados en la reducción del N
2

        flujo total de electrones a la nitrogenasa

Experimentalmente se determina:

ER= 1-  H
2
 liberado en aire

            H
2
 liberado en atm.sin N

2

ER = 1-   H
2
 liberado en aire

               C
2
H

2
 reducción

Dado que hasta un 25% de los electrones destinados a
la N

2
asa se pueden perder en la evolución del H

2
, el máxi-

mo valor para la ER será 0,75. En realidad se encontra-
ron valores entre 0,40 a 0,99. Valores superiores a 0,75
son sólo posibles si algo del H

2
 liberado por la N

2
asa no

se detecta en la evolución neta del H
2
. Se postula que la

presencia de una hidrogenasa puede contribuir a incre-
mentar la eficiencia de la FBN en varias vías:

� provee una fuente de poder reductor que puede resul-
tar metabólicamente útil, por ejemplo en la regenera-
ción de ATP.

� la oxidación del H
2
 está acoplada a la consumición del

O
2
, por lo tanto se protege a la N

2
asa.

� el H
2
 es un inhibidor de la reducción del N

2
 por la N

2
asa

y la actividad H
2
asa puede remover un potencial inhibi-

dor de la reducción del N
2
.

Existe mucho debate sobre el hecho de que la presencia
de una activa H

2
asa (fenotipo Hup+) confiere un beneficio

significativo a las leguminosas en el campo. Compara-
ción entre simbiosis con Hup- y Hup+ han dado resultados
variables. La planta puede afectar la expresión de la acti-
vidad de la hidrogenasa, unas 128 cepas de B.japonicum

expresan actividad H
2
asa en simbiosis con cowpea, pero

no con soja.

Protección de la nitrogenasa frente al
oxígeno

En los sistemas simbióticos diferentes mecanismos de
protección están involucrados:

� la corteza de los nódulos constituye una importante
barrera física a la difusión del O

2

� la leghemoglobina en leguminosas o hemoglobina en
plantas actinorríticas. Este pigmento rojo se presenta
en el tejido central de nódulos fijadores, rodeando a los
bacteroides. Esta molécula es una nodulina, hemopro-
teína temprana sintetizada en los nódulos. La fracción
proteica parece ser codificada por el vegetal, mientras
que los bacteroides serían los responsables de la sínte-
sis de la fracción hemo

� la respiración de los bacteroides contribuye a la re-
moción del O

2
 (6 veces más alta que en nódulos inefec-

tivos)

 ➤
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� la hidrogenasa contribuye a la protección de la nitroge-
nasa al eliminar el H

2

Autoregulación en la formación de nódulos

Con mucho N combinado en el suelo, la planta regula
la nodulación. La planta puede también controlar la for-
mación de nódulos en ausencia de nitrógeno combina-
do: se habla de autoregulación. La zona susceptible
de las raíces no puede soportar futuras nodulaciones
luego del establecimiento de la primera infección. Existe
evidencia de que la emergencia de nódulos en legumi-
nosas está controlada por mecanismo de señal y res-
puesta. Las siguientes hipótesis pueden explicar la au-
toregulación:

� los rhizobios inducen divisiones celulares en la cor-
teza

� estas divisiones producen una señal transtocable que
actúa directamente o por la parte aérea para suprimir la
activiadad de división celular en la corteza.

Los problemas de la competencia de la cepa del inocu-
lante con rhizobios nativos es motivo de estudios a nivel
genético y caracteres que favorecen la colonización como:
movilidad, producción de antibióticos, características de
superficie para la adhesión, velocidad de nodulación, se
están identificando e introduciendo en cepas altamente
fijadoras. El empleo de un par rhizobio-leguminosa con
infectividad suficientemente restringida para prevenir la
nodulación por la población indígena será una muy buena
solución, independizando al inoculante del nivel de rhizo-
bios del suelo.

Factores limitantes de la FBN en la simbiosis
rhizobio-leguminosa

Los factores que afectan la sobrevivencia de la bacteria
en el suelo y aquellos que afectan la iniciación de los nó-
dulos, son sin duda decisivos en el éxito de la simbiosis.
Por ser un proceso resultante de complejas reacciones
fisiológicas y bioquímicas, que involucra especies distin-
tas, la FBN depende de la expresión del potencial genéti-

co del microorganismo diazotrofo, del hospedante, o de
ambos (en caso de las simbiosis) y del ambiente (Gra-
ham, 1998).

Fisico-químicos

pH

Este factor afecta distintas etapas de la simbiosis:

La bacteria es muy sensible a la acidez, aunque diferen-
tes cepas de una misma especie difieren marcadamente
por su sensibilidad al pH.  El encalado permite incremen-
tos en la nodulación. Se seleccionan rhizobios por su re-
sistencia a pH ácidos (pH 4,5).

Las leguminosas se afectan directamente por acción de
altas concentraciones de H+, o bien indirectamente por
deficiencias (Ca, Mg) o toxicidad (Al, Mn).  La FBN puede
ocurrir a pH menores que los necesarios para la persis-
tencia de la bacteria y la infección.

El encurvamiento de pelos capilares de Medicago sativa

por S. meliloti se detuvo a pH 4,5 pero ocurrió cuando éste
se elevó a 5,5. La iniciación de los nódulos y del cordón de
infección son sensibles a la acidez algunas horas luego de
que el encurvamiento se ha completado. Los niveles críti-
cos de pH para la nodulación varían con las especies y aun
dentro de estas,  sitúandose entre pH 3,5 y 5,5, con mayor
tolerancia en especies tropicales, como el caupi, producto-
ra de granos y estilosante, forrajera. La leguminosa puede
aumentar el pH de su rizosfera, favoreciendo al rhizobio y
la nodulación. La inoculación con altas dosis de rhizobios
facilita la infección y la nodulación.

El encalado es el método más empleado para mejorar
estos suelos. En Brasil  se lograron grandes aumentos en
los rendimientos por el encalado y la inoculación de legu-
minosa. El cuadro 9 muestra este efecto y la inoculación
con R. leguminosarum bv phaseoli en poroto en suelos
altamente ácidos de Colombia.

Temperatura y humedad
Los rhizobios son organismos mesófilos pero están sin
embargo, distribuidos en todas las regiones del mundo.
Difieren marcadamente en su tolerancia a elevadas tem-
peraturas. En general, S. meliloti es la especie más tole-
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métrica se emplea como medida de la potencialidad de
fijación.

Su principal función está relacionada con la provisión de
adecuadas cantidades de O

2
 para el metabolismo respi-

ratorio de los bacteroides, manteniendo el nivel suficien-
temente bajo, como para no dañar el funcionamiento de
la nitrogenasa.

La constante de equilibrio para la oxigenación de la
leghemoglobina (0,04. 10-6M) asegura que los bacte-
roides suspendidos en solución parcialmente oxigena-
da de este pigmento, se encuentren en concentración
de O

2
 libre en el rango para una óptima producción de

ATP y para la fijación del N
2
. En los nódulos, la con-

centración de leghemoglobina es del orden de 1 mM, o
sea 105 veces superior a la concentración para su máxi-
ma actividad. El efecto tampón es muy grande, minimi-
zando el efecto de concentraciones fluctuantes de O

2
.

La cantidad de nitrógeno fijado en los nódulos es fun-
ción de:

� el volumen del tejido con bacteroide

� su actividad específica, es decir, la eficiencia en la
fijación del N

2

� el tiempo en que permanece activo

Las relaciones entre la bacteria, el huésped y su ambien-
te pueden afectar a la fijación del N

2
. Usualmente, la res-

tricción en el número de nódulos es compensada por un
mayor tamaño de los mismos. Para evaluar tempranamen-
te la fijación se tiene más en cuenta la masa de tejido
nodular, que su número.

El cuadro 8 presenta algunas de las características de
los nódulos efectivos y de los inefectivos (que no fijan
cantidades detectables de N

2
). Entre ambos grupos

existen varios grados de efectividad.

Nódulos aéreos
La interacción rhizobio-leguminosa se da también en
ciertas plantas  a nivel de los tallos (nodulación aérea

o caulinar). Es bien conocida en varias especies de
Sesbania  como S. rostrata, leguminosa arbustiva que
habita regiones anegadas, en Aeschynomene, Nep-

tunia natans, Discolobium pulchellum, Eritrina crista-

galli  y en plantas actinorróticas (Casuarina equiseti-

folia, C. glauca y C. cunninghamiana). El género Aes-

chynomene posee unas 350 especies de origen tropi-
cal, muchos de ellos viven en ambientes semi áridos
y en suelos inundados en estación de lluvias. Se han
descrito 22 especies con nódulos aéreos (Duhoux y
Nicole, 2004).

Cuadro 8 - Diferencias entre nodulación efectiva e
inefectiva

Nódulos efectivos Nódulos inefectivos

pocos y situados numerosos y repartidos
sobretodo en la en todo el sistema
raíz primaria radical

voluminosos de pequeños, de super-
superficie lisa o rugosa ficie lisa

actividad meriste- actividad meristemática
mática y nodular  y nodular corta
prolongada

infección generalizada, pocas células infectadas,
zona bacteriana grande, pocos o sin bacteroides
con bacteroides presencia de gránulos

de almidón

interior rojo por la no pigmentados de rojo
leghemoglobina

Las bacterias simbióticas que nodulan tallos de  Aes-

chynomene son Bradyrhizobium, fijadoras al estado
libre in-vitro, como Azorhizobium, algunos son ade-
más fotosintéticos con pigmentos como la bacterio-
clorofila, carotenoids y fotocromos. En la isla de La
Reunión y en México, casuarinas localizadas en lu-
gares de mucha lluvia, presentan en sus troncos pro-
tuberancias con nódulos (figura  6 ) (Duhoux y Nico-
le, 2004).
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rante a temperaturas elevadas, R. leguminosarum lo es
menos y los rhizobios de leguminosas tropicales soportan
amplio rango de temperatura.

Cuadro 9 - Efecto de la inoculación en Phaseolus

vulgaris con rhizobios en suelos ácidos y
encalados

cal ton/ha rhizobio/g suelo nódulos/ N%

inoculados planta

0 - 20,2 1,4

0,5 - 19,0 1,3

2 - 22,7 2,0

6 - 67,8 3,5

0 3,5. 104 23,1 2,5

0,5 “ 23,4 2,4

2 “ 30,0 3,2

6 “ 56,8 3,0

La selección de rhizobios tolerantes a altas temperaturas
y a la desecación es muy importante en la introducción de
leguminosas forrajeras en regiones áridas y semiáridas, o
de cultivos como soja o maní, en zonas áridas con irriga-
ción. La unión con arcillas, como por ejemplo de mont-
morillonita, protege a las células y les confiere resistencia
a altas temperaturas y desecación.

La simbiosis es más sensible a extremos de tempera-

tura. Bajas temperaturas retardan la infección y forma-
ción de nódulos, en tanto que las altas temperaturas pro-
vocan nódulos poco eficientes.

Para las leguminosas tropicales, temperaturas diurnas de
25 a 32ºC son óptimas para nodulación, funcionamiento
de la simbiosis y crecimiento de las plantas, con gran va-
riación entre especies. Los algarrobos exiben un óptimo
de 35ºC para la FBN.

El nivel de agua debe ser tal que no origine problemas
de presión osmótica en la célula. En regiones tropicales
con estaciones muy secas, el número de rhizobios en las

cepas superficiales del suelo disminuye rápidamente. Con
las lluvias, la recolonización puede ocurrir desde las ca-
pas más profundas.

La disminución del potencial hídrico del suelo limita tam-
bién el transporte de los productos de la fijación a la plan-
ta y el flujo de fotosintetizados. Altas humedades limitan
la aireación y la FBN. Algunos rhizobios con nitrato re-

ductasa desasimilativa (nir-) pueden sobrevivir en anae-
robiosis. Los nódulos soportan poco tiempo el enegamiento
(aumentan las lenticelas: expansiones de células epidér-
micas que facilitan los intercambios gaseosos, o los es-
pacios vacíos, con gases).

Los nódulos en tallos presentes en ciertas leguminosas,
como Sesbania rostrata, se independizan del problema
del exceso de agua.

Salinidad
Los suelos se clasifican en salinos si su conductividad eléc-
trica es mayor que 4dS/m. Contienen además de sodio,
un pH desfavorable, un desbalance de iones esenciales
(P, Fe, Zn, Mn, Bo), una estructura y textura alterada que
reduce la aireación y la retención de agua.

La tolerancia de los rhizobios a las sales varía mucho y de
hecho las leguminosas y las plantas actinorríticas son más
sensibles a la salinidad que la mayoría de las bacterias.
Los hongos ectomicorrícicos pueden incrementar la re-
sistencia a la salinidad de leguminosas noduladas.

Fuentes de carbono y energía
Los rhizobios introducidos en el suelo deben competir por
los nutrientes del suelo. El uso eficiente de las fuentes
naturales de carbono, energía y demás nutrientes, es de
suma importancia para su persistencia. La competencia

saprofítica es una de las cualidades que se les exige a
las cepas para ser seleccionadas en la producción de ino-
culantes. Las leguminosas ejercen efectos estimulantes
sobre la población de rhizobios, a través de sus exudados
y descamaciones de tejidos.

El agregado al suelo de sustratos orgánicos, como abo-
nos de granja estimulan a los rhizobios debido, tal vez,
al efecto combinado de los nutrientes orgánicos e inor-
gánicos, modificaciones del pH, o aumentos en el nivel
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En el futuro desarrollo del nódulo ocurren drásticos cam-
bios anatómicos y citológicos en células de la corteza. Pe-
queñas células meristemáticas se convierten en grandes
células con bacteroides. Su rápida senescencia una vez
cumplida la función de fijación del N

2
 está también rela-

cionada con cambios en el balance hormonal. Los nódu-
los de leguminosas y los tumores de agallas de corona
están inducidos por bacterias estrechamente relaciona-
das: Rhizobium o Bradhyrhizobium y Agrobacterium, y en
ambos casos se reconoce la inducción hormonal: en nó-
dulos posiblemente por auxinas y citoquininas, liberadas
por los rhizobios, en las agallas, por hormonas que pro-
ducen heridas.

Dos tipos de estructura primaria se pueden describir
(figura 5) (Duhoux y Nicole, 2004).

Figura 5 -  Organización de nódulos indeterminados y
determinados de leguminosa

� determinados: todas las partes se diferencian a la
vez y la senescencia ocurre simultáneamente, por lo
que estos nódulos tienen una existencia limitada.
Ejemplos: aeschynomenoide (Aeschynomene, Ara-

chis),  desmodoide (Arachis, Vigna unguiculata). To-

Raíz
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conductores
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periciclo
floema
xilema

meristema

Nódulo

dos los tipos, excepto caesalpinoides, se presentan
en las Papilionoideae. El descubrimiento de nódulos
en tallos de Sesbania rostrata permitió la inclusión
de un tercer tipo de nódulos determinados: sesba-
noide

� indeterminados: con meristema apical que continúa
activo a través de la vida del nódulo, dando nuevos ló-
bulos activos. Ejemplos: caesalpinoides (Mimosa, Albi-

zia), crotalarioide (Vicia faba), lupinoide  (Lupinus). Los
nódulos perennes son del tipo indeterminado, el meris-
tema persistente es capaz de reiniciar la actividad en
cada estación de crecimiento.

En el nódulo maduro se diferencian las zonas:

a. cortical, formada por células no diferenciadas ni infec-
tadas. En especies perennes estas células pueden apa-
recer suberificadas

b. zona meristemática, con activas divisiones celulares,
con células no infectadas que darán origen a las otras
zonas. En los nódulos efectivos la actividad meristemá-
tica es más prolongada

c. zona vascular, constituye un sistema de vasos ligados
a los de la raíz y por ellos la planta aporta los materiales
energéticos y retira los productos nitrogenados resul-
tantes de la fijación

d. zona bacteriana, o de infección, con células coloni-
zadas y otras no. Las primeras contienen a los bacte-
roides y aparecen hipertrofiadas, alcanzando dimen-
siones 4 a 8 veces superiores a las células sin bacte-
rias. El volumen de tejido infectado nos da un índice
de la capacidad de fijación. Los bacteroides apare-
cen al microscopio electrónico individualmente o en
grupo dentro de envolturas membranosas de origen
vegetal.

En las células colonizadas aparece una hemoproteína,
la leghemoglobina, que se une específicamente al O

2
 y

lo libera a bajas concentraciones de O
2
. La concentra-

ción de esta sustancia sólo encontrada en los nódulos
de leguminosas y no-leguminosas, se incrementa a me-
dida que la fijación progresa y su determinación colori-
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de CO
2
 del suelo. Como regla general, en suelos fértiles

los rhizobios sobreviven por períodos considerables. Se
informa una disminución de 10 veces en el número de
R. meliloti luego de 14 años y un número variable de
células se encontraron en suelo estéril, luego de más de
30 años.

La sobrevivencia de la bacteria depende del nivel introdu-
cido y del nivel de la población nativa: si ésta es alta, el
inóculo puede fallar debido a la mortandad natural y a la
competencia con la población nativa por el alimento y el
espacio.

Fertilidad del suelo
Las leguminosas noduladas presentan requerimientos
mayores de nutrientes en relación a las fertilizadas con
nitrógeno combinado. Esto ocurre con los elementos que
se encuentran en la nitrogenasa y otros sistemas enzimá-
ticos, como el Mo, Fe, S, Cu, Mg, Co. La fertilización con
fósforo, potasio, azufre, microelementos, afectan la so-
brevivencia del rhizobio y la nodulación y FBN.

El calcio es un elemento que se requiere en alto nivel
en leguminosas noduladas, sobre todo en las primeras
etapas de la nodulación. Si el nivel es bajo, se inhibe el
encurvamiento de los pelos y la nodulación. Al encalar
suelos ácidos, el calcio agregado aumenta el pH, dismi-
nuyendo la solubilización de elementos tóxicos a altas
concentraciones, como el Mn y el Al y se aumenta la
solubilidad del Mo. Se incrementan también los bicarbo-
natos del suelo que favorecen el crecimiento del rhizo-
bio en vida libre.

El fósforo constituye un elemento necesario para la le-
guminosa y la FBN y como su disponibilidad es baja en
muchos suelos agrícolas; la incorporación en la siembra
es práctica corriente. Las micorrizas contribuyen a su
absorción y las raíces de la leguminosas son muy mico-
rrizadas.

El molibdeno (Mo) es un elemento clave en la nitrogena-
sa, responsable de la transferencia de electrones de la
reductasa de la nitrogenasa (Fe-proteína) hacia el N

2
. Su

nivel puede ser limitante en suelos tropicales y es acon-
sejable incluirlo en una fertilización basal.

El cobalto (Co), hierro (Fe) y magnesio (Mg) son impor-
tantes en el funcionamiento de la nitrogenasa y para la
planta, por lo que los requerimientos en leguminosas no-
duladas se incrementan.

El nitrógeno combinado afecta el desarrollo de los nó-
dulos y la fijación del N

2
. Es bien conocida la inhibición de

la nodulación por los iones nitrato o amonio, aunque las
leguminosas difieren en la susceptibilidad a estos com-
puestos. Se citan numerosas experiencias en la bibliogra-
fía sobre los niveles mínimos de iones amonio que no in-
hiben a la nitrogenasa; en general, 40 mg/kg de N-NH

4
+

son tolerados, pero cantidades superiores a 100 mg/kg
inhiben la fijación en la rizosfera, efecto que ha sido rela-
cionado con inhibición en la producción de fitohormonas
cerca del sitio de infección.

El crecimiento de los nódulos es más sensible al exceso
de N que la nitrogenasa y ambos son más sensibles que
la infección y los eventos iniciales de la nodulación. La
figura 7 muestra la sensibilidad al nitrato de amonio de
algunas cepas de R. leguminosarum y la importancia de
la selección de cepas que mantengan la fijación del N

2
 en

presencia de N-combinado.

Figura  7-  Efecto del nitrato de amonio en la fijación de N
2
  de

Vicia  atropurpurea inoculada  con varias cepas de  rhizobio

Un exceso de nitratos disminuye la deformación de pe-
los capilares, la adhersión a sus paredes, el número de
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Genética del hospedante

Las leguminosas muestran gran variabilidad genética
en respuesta a la invasión por rhizobios. Varios auto-
res, consideran que el hospedante es el que corriente-
mente desempeña el rol principal en el control de la
simbiosis, afectando el tamaño, la forma y el número
de nódulos, así como la efectividad de los mismos. Se
reconocen:

� genes de «no nodulación» : ausencia de nódulos en
plantas inoculadas con especie compatible de rhizobio,

en distintas leguminosas: r r en Trifolium pratense, la
bacteria no penetra en los pelos radicales; rj1 rj1 en

Glycine max: la nodulación es controlada en las raíces,
Sym-l en Pisum sativum, el hospedante no nodula a tem-
peraturas menores a 26ºC y Sym-2, la inoculación con
ciertas cepas de R. leguminosarum en el mismo hospe-
dante produce fallas en la nodulación por aborto de los
canales de infección.

� morfología de los nódulos es controlada por el hos-

pedante. Se ha demostrado también que el genotipo
del hospedante influye sobre la distribución de los nó-
dulos en el sistema radical, así como en el número de
nódulos formados.

� nodulación efectivas o inefectivas: el término «inefec-
tiva» se aplica cuando la secuencia se interrumpe en
algún momento. Varios genes del hospedante contro-
lan la nodulación inefectiva.

� eficiencia de la FBN. Así, en soja variedad «Peking»
inoculada con cepas de R. japonicum (serogrupo 123)
se forman nódulos grandes de aspecto normal, aun-
que las plantas permanecen pequeñas y cloróticas,
síntomas de deficiencia en N. Sin embargo, la misma
variedad establece simbiosis eficientes con otras ce-
pas de R. japonicum y lo mismo ocurre con las cepas
del serogrupo-123 con otras variedades de soja.

� nodulinas, proteínas específicas sintetizadas como res-
puesta a la invasión por rhizobios, como por ejemplo la
(leghemoglobina) con secuencias de mARN cuyo ori-
gen está en el hospedante.

Estructura nodular

Se cree que la formación de los nódulos está controla-
da por fitohormonas: citoquininas, auxinas, gibere-

linas, producidas no sólo por los rhizobios, sino tam-
bién por el huésped frente al estímulo de la bacteria.
Estas sustancias inducen repetidas divisiones celula-
res de células poliploides. El ácido absísico exógeno
ejerce una inhibición específica y detiene la iniciación
nodular.

Cuadro 7 - Genes simbióticos en Rhizobium y

Bradyrhizobium

Gen Concepto Función

hac encurvamiento Encurvamiento de pelos
capilares

nod nodulación Eventos en desarrollo de
nódulos

hsn específicos del, Determinación de especi-
hospedante ficidad del húesped

efn eficiencia de la nodulación Genes adicionales para
eficiencia de la nodulación

ndv desarrollo nódulo Regulación del desarrollo
del  nódulo, ej: glucanos
cíclicos

exop polisacáridos extracelulares Regulación de infección  y
liberación de bacteroides

nif fijación de N
2

Involucrados en FBN
homóogos a los
de Klebsiella

fix fijación Genes adicionales involu-
crados en la FBN en esta-
do simbiótico (sin homolo-
gía con los genes nif de
Klebsiella)

dct transporte  ác. di carboxílicos Transporte de ác. di
COOH- como sustratos
para la FBN en bacteroides
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cordones de infección y aumenta el número de abortos
de eventos iniciales de la infección. Uno de los mecanis-
mos de inhibición podría ser por inactivación del ácido
indol-acético (AIA), fitohormona involucrada en la colo-
nización, por los nitritos producidos por reducción bioló-
gica de los nitratos. Los nitritos también inactivan a la
leghemoglobina.

El amonio es asimilado inmediatamente, pero el nitrato
requiere un período de tiempo antes de ser asimilado,
coincidente con su reducción por nitrato reductasas. El
exceso de amonio, o de glutamina, reprime la produc-
ción y actividad de la nitrogenasa. Con alta disponibil-
diad de N en la parte aérea se disminuye el nivel de
fotosintetizados que llegan al nódulo. Sesbania rostrata

es una leguminosa que produce nódulos en raíces y

tallos, presentó marcada inhibición de los nódulos radi-
cales por la presencia de nitrato de amonio, pero los nó-
dulos del tallo no fueron afectados y redujeron activa-
mente el acetileno. Esta planta posee una alternativa para
evitar la inhibición de la nodulación radical y se amplía
el conocimiento sobre especies de leguminosas y de
plantas actinorríticas (simbiosis con Frankia) que pue-
den formar nódulos en tallos.

Interesa en muchos casos complementar el aporte de N
por FBN con una fertilización con N combinado. Es nece-
sario analizar el período de mayor fijación a los efectos de
incorporarlo antes o después (evaluación actividades de
nitrogenasa y nitratoreductasa). La inhibición por nitratos
es afectada por la combinación rhizobio-leguminosa. El
empleo de mutantes nitrato-reductasa negativas, inca-
paces de reducir nitratos, ofrecen la alternativa de seguir
fijando N

2
 en presencia de N-NO

3
-

Polución
El uso indiscriminado de herbicidas, fungicidas, la acu-
mulación de sales de metales pesados en suelos y aguas
resulta perjudicial para el rhizobio. Se han descrito diver-
sas técnicas de incorporación de biocidas a las semillas
evitando su íntimo contacto con la bacteria. A pesar de la
multiplicidad de resultados obtenidos, se piensa que los
pesticidas aplicados en dosis aconsejadas no perjudican
al rhizobio.

De manera general, los fungicidas son más perjudiciales,
seguido de los herbicidas y los insecticidas. Se seleccio-
nan mutantes de rhizobio altamente efectivas en la fija-
ción del N

2
, resistentes a altos niveles de pesticidas, so-

bre todo a los fungicidas que son aplicados directamente
sobre las semillas.

Productos de la fotosíntesis
La fotosíntesis provee energía y poder reductor para la
fijación del N

2
 y los esqueletos carbonados para la for-

mación de aminoácidos, amidas, etc., fuentes de nitró-
geno para la leguminosa. Las leguminosas noduladas
requieren iluminación adecuada para mantener una ac-
tiva fijación. Son muy conocidos los experimentos que
muestran las fluctuaciones de la actividad nitrogenasa
de nódulos por cambios en la iluminación, o cuando se
corta la parte aérea o se sombrean los cultivos.

Si se incrementa el nivel de  CO
2
 de la parte aérea de

plantas de soja (con envoltorios transparentes) la fija-
ción del N

2
 a los 40 días de la siembra se estimuló más

de 4 veces (evaluada por reducción del acetileno a etile-
no). Pero en la práctica resulta muy difícil regular el ni-
vel de CO

2
 sobre un cultivo, salvo manejando las densi-

dades de siembra, la competencia entre plantas.

Con elementos marcados se mostró la translocación de
productos de la fotosíntesis hacia los nódulos: sacarosa,
glucosa, ácidos orgánicos y se calculó el costo respirato-
rio de la fijación del N

2
 en soja, caupí y trébol blanco, con

mucha similitud en las tres leguminosas: entre 6,3 y 6,8
mg C/mg N fijado.  Consideraciones bioquímicas y teóri-
cas indican que la reducción del N

2
 a NH

3
 resultaría de un

costo mínimo respiratorio de unos 2C/1N, excluyendo los
gastos por la conversión del amonio en otros compuestos
y aquellos involucrados en el desarrollo y mantención de
los nódulos.

Si se consideran los costos de la FBN y el transporte,
la cifra puede superar el 33% de los fotosintetizados

que son translocados hacia los nódulos: un 5% se em-
plea en el desarrollo de los nódulos, un 12% se respira
como CO

2
 y un 15% se reexporta hacia el huésped con

el N fijado.
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En la mayoría de los miembros de los géneros:

� Rhizobium, los genes nod están localizados en plás-

midos (también llamados plásmidos simbióticos o
sym)

� Bradyrhizobium y Azorhizobium, los genes nod se loca-
lizan en el cromosoma

Tres tipos de loci de nodulación han sido identificados en
varios rhizobios:

� genes nod comunes

� genes nod específicos para el huésped (hsn)

� genes nod genotipo específicos (GSN)

Los genes nod comunes son funcionalmente similares
entre especies de rhizobios. Incluyen nod ABC y son
necesarios para la iniciación y formación del nódulo
(cuadro 7).

Los genes nod D están estrechamente ligados a los ge-
nes nod comunes. Poseen una función regulatoria, sus
productos interactúan con señales moleculares vegetales
(flavonoides e isoflavonoides) y activan la transcripción
de otros genes nod inducibles. Los genes nod ABC codi-
fican proteínas que determinan factores extracelulares que
causan deformación de los pelos y división de células cor-
ticales de la raíz.

hsn (host specific nodulation) son los loci requeri-
dos para nodulación de una planta específica en di-
ferentes géneros de leguminosas. Cuando un locus
de nodulación de un organismo donador es transfe-
rido a una cepa recipiente apropiada, la inhabilita a
nodular la planta huésped del donador, el gen es
considerado hsn.

GSN (genotype-specific nodulation) se refieren a ge-
nes que permiten la nodulación de genotipos específi-
cos de plantas dentro de una especie de leguminosa
dada.

A pesar de que muchos de los mismos genes de nodula-
ción han sido encontrados en especies de Rhizobium y

Bradyrhizobium japonicum, 3 diferencias separan a esas
bacterias:

� En B. japonicum los genes de nodulación no se locali-
zan en plásmidos sino que se distribuyen en el cromo-
soma.

� Los genes estructurales nif DK y H están físicamente
separados por una distancia relativamente grande de
los genes nod

� En el caso de rhizobios de crecimiento rápido las sus-
tancias que inducen los genes nod (moléculas señal
derivadas de las plantas) pertenecen a la clase conoci-
da como flavonoles, flavonas y flavanonas. En B. ja-

ponicum las principales sustancias inductoras son iso-

flavonas.

Genes de la fijación del nitrógeno (cuadro 7)
Dos grupos principales de genes han sido descriptos:

� Los genes nif refieren a la secuencia genética que es-
tán específicamente involucrados en el proceso de FBN
y que se correlacionan estructural y funcionalmente con
diazotrofos de vida libre, sobretodo Klebsiella pneumo-

niae.

� Los genes fix (para la fijación) están también específi-
camente involucrados en la FBN, pero no se correla-
cionan con los de K.pneumoniae. Esta fue la primera
bacteria fijadora de N

2
 estudiada en detalle, por la

adaptación de técnicas empleadas primeramente en
E.coli.

Los productos de los genes nif A y nif L controlan el ope-
rón de todos los otros genes nif.

Genes fix junto a otros genes involucrados en la FBN
son referidos colectivamente como genes sym, que in-
cluyen a los necesarios para las interacciones iniciales
con la planta (reconocimiento, encurvamiento, forma-
ción cordón de infección) y la formación y mantenimien-
to de los nódulos radicales o de tallos (nod, nol, GSN

y hsn).  Además otro conjunto de genes bacterianos
están involucrados en la biosíntesis de la parte hemo
de la nodulina leghemoglobina, necesaria para la
protección del O

2
.
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Factores biológicos
Se han aislado de la rizosfera o del rizoplano cierto núme-
ro de bacterias, hongos y sobre todo actinomicetes, que
se muestran antagónicos frente al rhizobio in vitro. Este
antagonismo puede deberse a competencia por los nu-
trientes, acidificación, producción de antibióticos u otras
sustancias, y aun a la predación por protozoos o a la in-
fección por fagos líticos.

Muchas veces un inoculante desaparece en el suelo. La
causa precisa, de origen biológico, es difícil de determi-
nar. Una bacteria predatora que lisa ciertas cepas de rhi-
zobio ha sido identificada (Bdellovibrio bacteriovorus) (Ca-
pítulo 14). Este parásito afecta a los rhizobios en el suelo
cuando la densidad de la presa es alta. La población afec-
tada puede aun mantenerse a niveles aceptables para
nodular leguminosas (104-105 células/ml), de modo que
las frecuentes desapariciones de rhizobios introducidos
en el suelo, no pueden explicarse exclusivamente por las
actividades de este microparásito.

Los fagos líticos fueron motivo de numerosos estudios,
sobre todo en suelos donde las pasturas fracasaban en la
nodulación luego del segundo año de instaladas. El pro-
blema de la decadencia de los alfalfares fue atribuído, en
parte a la acción de estos parásitos intracelulares.

Las bacteriocinas constituyen un grupo de sustancias,
sobre todo proteínas, péptidos, producidas por muchas
bacterias que afectan a organismos muy relacionados,
incluso de la misma especie, a diferencia de los antibióti-
cos, que poseen un espectro de acción más amplio.

Las rhizobiocinas han sido descritas como elemento de
lucha biológica que permite la supremacía de la célula
productora frente a la población de rhizobios nativos del
suelo. Para algunos autores serían partículas defectuo-
sas de fagos, pues se parecen a las colas de ciertos virus
de E. coli, y su síntesis está muchas veces mediatizada
por plásmidos.

Distintos patógenos pueden afectar directamente a la
FBN atacando nódulos (insectos) o indirectamente afec-
tando el crecimiento de las plantas, como los nemáto-
dos. La figura 8 muestra la sobrevivencia de R. legumi-

nosarum bv trifolii y S. meliloti en suelo estéril y no esté-
ril. Se observa que estas bacterias mantienen alta den-
sidad en suelo estéril y declinan lentamente en suelo no
estéril, debido a interacciones biológicas. La selección
de cepas buenas competidoras en los suelos donde va
a ser empleada, es un requisito importante cuando se
desea éxito en la colonización temprana de raíces de
plántulas inoculadas.

Figura 8-  Sobrevivencia de R. leguminosarum bv trifolii y S.

meliloti  en suelo estéril y no estéril

Inoculación de las leguminosas

La fijación biológica del nitrógeno por la simbiosis
rhizobio-leguminosa compite económicamente con la fer-
tilización nitrogenada. Si bien las gramíneas fertilizadas
con nitrógeno producen más materia seca por su mayor
eficiencia fotosintética, la siembra de leguminosas se in-
crementa en el mundo, ya sea por la calidad nutritiva de
sus granos (soja, maní, leguminosas tropicales), por su
aporte en forrajes y sobre todo cuando se desea recupe-
rar suelos muy degradados.

En muchos suelos el nivel y la eficiencia de las cepas na-
tivas pueden no ser los adecuados y la nodulación y la
fijación del N

2
 resultar insuficientes para satisfacer las

demandas del cultivo.

Desde muy antiguamente se practica la inoculación arti-

ficial de las semillas o del suelo en donde se van a intro-
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ca que un mínimo de 16 ATP se requieren por molécula
de N

2
 reducida.

En la práctica el costo es más alto, debido a la ineficiencia
de la actividad de la N

2
asa y a costos asociados al desa-

rrollo y mantenimiento del nódulo a la asimilación y el trans-
porte del amonio.

Las estimaciones en la literatura varían ampliamente, un
dato generalmente reconocido se sitúa en 28 mol ATP

por mol de N
2
, excluyendo los costos adicionales y hasta

el 33% de la energía fijada fotosintéticamente.

Interacciones entre genes de la bacteria y de la planta

La iniciación y formación de los nódulos son el resultado
de interacciones simultáneas de los genes de la planta y
de las bacterias.

�  genes de la nodulación,  genotipo específicos, jue-
gan un importante rol. Por ejemplo el genotipo arveja,
Pisium sativum bv Afghanistan es nodulada por cepas
de Rhizobium TOM pero no lo es por cepas europeas
de rhizobio. Los genes que permiten a las cepas TOM a
nodular arveja Afghanistan se han localizado en el plás-
mido simbiótico.

�  inducción de genes de la nodulación por flavonoi-
des e isoflavonoides, señales de la planta que indu-
cen los genes nod han sido mostradas como nece-
sarias para la inducción de los genes de la nodula-
ción. Un hecho interesante es que los rhizobios de
amplio rango de huéspedes, responden a un amplia
gama de compuestos y aquellos con estrecho rango
aceptan solamente un limitado número de flavonoi-
des. Pico moles (pmol = 10-12 moles) de estos com-
puestos pueden inducir la expresión de los genes nod

de rhizobio.

Genes de la nodulación
Las secuencias de ADN bacteriano que se requieren para
la formación de nódulos fijadores de N

2
 en raíces o tallos

se refieren como genes nod. Más de 30 genes nod han
sido identificados y secuenciados, más que las letras del
alfabeto (nod A, nod Z) los futuros loci de nodulación son
referidos como genes nol (nodulación loci).

infección 2 días luego de la inoculación con rhizobio
infectivo. Exámenes en cultivos en hidroponia sugi-
rieron que se requiere estrecha proximidad del nú-
cleo de las células de los pelos radicales y el ápice
del cordón, mientras éste avanza hacia la base del
pelo. Allí, se ramifica en la pared celular y penetra en
la corteza.

Dos hipótesis explican la invasión:
invaginación de la pared vegetal ante la presión de las
bacterias y participación de enzimas, las bacterias den-
tro del pelo capilar pueden degradar la pared por enzimas
líticas: carboxicelulasa y poliugalatouronasa.

�  Diferenciación nodular, cuando el cordón llega a una
célula particular (poliploide en relación al hospedante)
cesa la síntesis de pared o ésta es degradada por enzi-
mas líticas y la bacteria es liberada en células que for-
marán la zona infectada del futuro nódulo. En respues-
ta a esta invasión, ciertas células corticales son estimu-
ladas a proliferar, se alargan y emergen como tejido no-
dular diferenciado, infectado con los rhizobios, que se
transforman en bacteroides.

La membrana de la célula vegetal forma otro envolto-
rio para saparar los rhizobios de la planta: es la mem-

brana peribacterial. Otro mecanismo de infección es
por heridas, que se presenta en algunas simbiosis,
como en rhizobio-mani y en el caso de Frankia-no le-
guminosas.

�  Fijación de N
2
, varios días después la bacteria den-

tro de las células hospedantes en nódulos efectivos
comienzan a fijar nitrógeno y excretan amonio en el
citosol de las células de la planta donde puede ser
asimilado por acción de la glutamato deshidrogena-

sa (GDH) y por acción de la glutamino sintetasa

(GS) o de la glutamino-2-oxiglutarato-amino-trans-

ferasa (GOGAT). Esta segunda ruta es empleada más
frecuentemente.

El costo exacto en la simbiosis con leguminosas en tér-
minos de ATP empleado es motivo de polémica. Desde
que la transferencia de cada electrón de los 8 involucra-
dos en la reacción requiere la hidrólisis de 2 ATP, signifi-
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ducir las leguminosas. Esta técnica resulta imprescindi-
ble cuando se introducen nuevas leguminosas, sobre todo
si son huéspedes de alta especificidad (Trifolium, Medi-

cago, Glycine), cuando la población nativa es ineficiente
o cuando la deficiencia en nitrógeno limita el desarrollo
vegetal.

Requisitos para el éxito de la inoculación:

� que la semilla inoculada posea la bacteria adecuada en
número suficiente

� que el método y las condiciones de inoculación permi-
tan la sobrevivencia de las bacterias

� que las condiciones del suelo próximo a la semilla
permitan la colonización de los rhizobios en la rizos-
fera, la formación de los nódulos y su funcionamien-
to efectivo.

Técnicas de inoculación

� natural: en la antigüedad, los agricultores mezclaban
las semillas con tierra de plantíos de leguminosas, ase-
gurándose la nodulación

� inoculantes comerciales productos con alta densidad
de cultivos específicos de rhizobios en diversos sopor-
tes, en general turba estéril o en cultivos líquidos. La
dificultad en algunos países para obtener turbas de bue-
na calidad, obliga a la búsqueda de sustitutos, como
tierra de diatomeas, bagazo de caña, grava, etc.

Establecimiento de la necesidad de inoculación
La colección y selección de cepas de rhizobio puede re-
sultar inútil si las leguminosas nodulan eficientemente con
poblaciones nativas, situación frecuentemente encontra-
da en leguminosas tropicales, que nodulan con el mismo
tipo de rhizobio o si el suelo contiene alto nivel de nitróge-
no combinado. Se emplea un ensayo simple de campo en
parcelas con 3 tratamientos, para determinar la necesi-
dad de inoculación:

1. testigo sin inocular para evidenciar la presencia y efi-
ciencia de cepas nativas (T)

2. inoculada con una cepa potencialmente eficiente y
seleccionada en ensayos te invernáculo o que es emplea-
da con éxito en otra región (I)

3. fertilizada con dosis óptmas de N inorgánico (N), pue-
de ser incluso inoculada, donde se logra el máximo desa-
rrollo

Ejemplos de resultados

La figura 9 presenta algunas de las respuestas posibles.

� Rendimiento similar en los tres tratamientos y buena
nodulación en los testigos, indica abundante y eficiente
población nativa de rhizobios específicos para la legu-
minosa, no se aconseja la inoculación (caso A)

� Los testigos crecen pobremente y con nódulos inefecti-
vos, mientras que los inoculados lo hacen bien y con
abundante nodulación, indican buena respuesta a la ino-
culación (caso B)

Figura 9-  Ensayo de campo para determinar la necesidad de
inoculación de leguminosas

� Poco desarrollo en el inoculado, pero buena respuesta
a la fertilización, se supone que la cepa no es la ade-
cuada o que la calidad del inoculante no es buena. En
este caso es necesario plantearse una selección de
cepas ya sea a partir de nódulos de buenas plantas de

alto

medio

bajo

alto

medio

bajo

N

  A                                       B

  C                                       D

sin inocular inoculado alto N mineral
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�  Encurvamiento de los pelos y marcada deforma-

ción de los mismos, constituyen los primeros pasos
de la infección. El pelo se encurva y encierra al rhizobio
adherido. El fenotipo se designa como Hac+. Rhizobios
heterólogos son incapaces de inducir encurvamiento de
los pelos. La producción de sustancias con caracter de
fitohormonas como el AIA,  debilitaría las paredes de
los pelos, facilitando la deformación que precede a la

infección. Las giberelinas inhibirían el desarrollo de fu-
turos nódulos.

�  Penetración de la bacteria a través de la pared de

los pelos radicales y formación de un cordón de

infección tubular, intracelular que confina a las bac-
terias a medida que ellas penetran en las células del
hospedante. En trébol blanco, se observó cordón de

Figura 4 – Etapas tempranas en la nodulación en alfalfa: a) pelo absorbente no inoculado, n=núcleo, v=vacuola),
b) encurvamiento del pelo, 8 horas luego de la inoculación, la flecha grande muestra masa de bacterias en el bucle,

c) raíz luego de 11 horas de la inoculación, con cordón de infección,
d) raíz colonizada luego de 5 días de la inoculación con un nódulo en formación.

a b

c d
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otras regiones y de cepas seleccionadas por centros de
colección del país o del exterior (caso C)

� Falta de nodulación y pobre desarrollo vegetal en el tes-
tigo, indican carencia de rhizobios nativos y si no hay
respuesta a los otros dos tratamientos se debe suponer
que otros factores, excluyendo el N, como el P, S, Fe,
etc. limitan el crecimiento vegetal (caso D)

Este mismo ensayo se emplea para evaluar el efecto de
otros nutrientes, como por ejemplo, el fósforo o microele-
mentos, mediante el diseño de parcelas divididas. El en-
sayo se instala en condiciones óptimas para el desarrollo
vegetal, en general con una fertilización mínima basal.

Una vez establecida la necesidad de inoculación, se de-
termina los criterios para la selección de cepas apro-
piadas para el huésped en cuestión. Las cepas usadas
en los inoculantes deben ser cuidadosamente seleccio-
nadas y mantenidas, deben probarse anualmente para
minimizar las posibilidades de cambios en las propieda-
des simbióticas.

Cualidades de una cepa de rhizobio para su recomen-
dación en la fabricación de inoculantes:

� efectividad en la fijación del N
2
, la más importante de

las propiedades, las cepas deben superar significativa-
mente al testigo (T) en ensayos de laboratorio, inverná-
culo y campo

� competencia en la rizosfera o competencia saprofíti-
ca, le permite a la bacteria soportar las condiciones
físico-químicas del medio, emplear eficientemente los
nutrientes disponibles y lograr imponerse a la población
nativa

� otros requisitos: infectividad o sea buena capacidad
para formar nódulos rápidamente, adaptación a circuns-

tancias especiales, como bajos pH, tratamientos pesti-
cidas, salinidad, capacidad para nodular a bajas tempe-
raturas, con altos niveles de nitrógeno combinado, etc.

� hidrogenasa: le permite reciclar el H
2
 liberado en la

FBN, derivando los electrones liberados hacia la nitro-
genasa

� rápido crecimiento en medios de cultivo simples y
la sobrevivencia en los soportes más empleados, son
importantes ventajas que facilitarán la preparación de
inoculantes

� estabilidad genética, que no sufra frecuentes mutacio-
nes en la conservación en el laboratorio

En la recomendación de inoculantes se pueden dar alter-
nativas:

� aconsejar el uso de varios inoculantes, cada uno con
una cepa altamente efectiva para especies individuales

� empleo de cepas de «amplio espectro» que fijan N
2
 con

amplio rango de leguminosas

� aconsejar el uso de inoculantes con varias cepas, o
polivalentes, que incluyan a las mejores cepas para
cada especie del huésped

La tendencia en general es a la producción de inoculantes
con cepas de amplio espectro, de utilidad en vastas regio-
nes del país e incluso a nivel regional. Esta práctica evita
también la introducción de muchas cepas que con el tiempo
se pueden volver ineficientes, pero manteniendo su infectivi-
dad, se comportan casi como parásitas. Pueden presentar-
se situaciones en las que se justifica la producción de inocu-
lantes a nivel local, cuando las características de la zona y la
importancia de las variedades empleadas así lo justifiquen.

La inoculación puede resultar imprescindible cuando se
desea introducir una variedad o un cultivo nuevo en una
región. Resulta de importancia seleccionar cepas eficien-
tes a partir de los rhizobios nativos, bien adaptados a
las condiciones ecológicas de la región.

La tarea de extensión es muy importante y el productor
debe conocer los beneficios que redundan de una buena
inoculación.

Respuesta a la inoculación

� población nativa de rhizobios es escasa o nula o
ineficiente, se obtienen en esta situación muy buenos re-
sultados. Esto ocurre con el cultivo de soja en suelos sin



263Microbiología: básica, ambiental y agrícola

La falla en alguna de estas delicadas etapas conduce a
simbiosis deficientes o abortivas.

�  Multiplicación rizosférica de los rhizobios, a partir
de materiales excretados por las raíces. Este proceso
no es específico y se citan estimulaciones de rhizobios
por rizosferas de gramíneas y otras plantas

�  Adhesión entre la bacteria y células superficiales de los
pelos radicales. La marcada especificidad en esta sim-
biosis se ha explicado en parte, por la teoría de las lecti-

nas, glucoproteínas específicas que se unen por un lado
a hidratos de carbono producidos por el hospedante, y
por el otro a receptores moleculares de la bacteria. Legu-
minosas de diferentes grupos de inoculación cruzada sin-

tetizan lectinas con diferente afinidad por azúcares. Es-
tas sustancias se encuentran en semillas, raíces, hojas o
tallos y se piensa que cumplen varias funciones

Algunos autores comparan a estas moléculas con los an-
ticuerpos: los sitios a unir, en la bacteria y la planta, po-
seen afinidad por la misma molécula, llamada  trifolina,
en tréboles.

Funciones de las lectinas en la FBN:
I. adsorción no específica entre rhizobio y raíces

II. rol específico en la nodulación: se unen a receptores bac-
terianos través de los exopolisacáridos (EPS) o derivados
de EPS. Mutantes EPS- no nodulan a su hospedante.

Cuadro 6 - Interacción entre rhizobio y leguminosa en la  formación de nódulos

Fases Requerimientos Observaciones

Multiplicación en suelo y raíz Secreciones radicales pueden Especificidad variable
estimular o inhibir

Encurvamiento pelos radicales Compatibilidad entre planta Especificidad variable
y rhizobio

Entrada de la bacteria Invaginación y/o disolución o La planta puede tener factor
debilitamineto de la  pared celular genético no-nodulante. Muy
de la planta (enzimas) afectada ambiente (temp, pH)

Cordón de infección Sincronismo entre crecimiento En nódulos perennes, los
de la bacteria y pared celular de cordones son también perennes
la planta

Formación de nódulos Balance entre factores de Rh-bacteria específico inhibido alta
crecimiento del rhizobio y la planta temperatura y nitratos

Formación células infectadas Liberación rh del cordón, sincronismo Inhibida por factores ambientales
en el crecimiento de la membrana y un nutricionales que afectan
de la célula vegetal y la multiplicación crecimiento vegetal
del rhizobio

Formación bacteroides, Intercambio de señales y comple- Combinación planta y rhizobios
síntesis N

2
asa y leghemo mentación genética específicos

globina

Mantención del  tejido Intercambio de metabolitos Afectada por altas temperatura,
nodular con bacteroides (HdeC, N-org) alto nitratos, baja H%
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historia previa y donde se inocula en un casi 100% pues
B.japonicum no se encuentra o está presente en niveles
bajos.

� población nativa de cepas específicas de eficiencia

moderada, resulta muchas veces difícil incrementar los
rendimientos por inoculación.

� alta población nativa con baja especificidad, como
ocurre con cultivos de leguminosas tropicales arbóreas
que nodulan con el mismo tipo de rhizobio, de baja es-
pecificidad.  Este es el caso del maní, que presenta abun-
dante nodulación nativa en amplias regiones del centro
de Argentina. La selección de cepas más eficientes en-
tre las nativas, bien adaptadas a la zona y una inocula-
ción masiva puede redundar en incrementos en este
importante cultivo oleaginoso.

El cuadro 10 presenta los resultados de un  ensayo de
campo donde se observa abundante nodulación de las
parcelas testigo, reflejo de la alta densidad de cepas nati-
vas. Sin embargo, en la cosecha se apreció efecto positi-
vo de la inoculación por cepas seleccionadas en el peso
de cajas y en la producción de N.

Cuadro 10- Inoculación en maní  (Arachis hypogea,L)

Tratamiento Peso cajas Grano N% kgN/ha

kg/ha

  testigo 2.115b 1.379b 4,77 65.76b
  urea 3.590a 2.342a 4.34 101,64a
  70kgN/ha
  M-4 2.853a 1.822a 4,74 86,36a
  M-13 2.679a 1.500ab 4,61 69,56a
  M-10 2.673a 1.560ab 4.62 72,07a

Dos o más tratamientos señalados por la misma letra no difieren
por Tuckey al 5%. M-4, M-10 y M-13 son aislamientos de la zona

Uso de los inoculantes
Los aspectos relacionados a la selección de cepas para
recomendar en un inoculante para leguminosa, el cultivo
del inóculo y la formulación de distintos tipos de inoculan-
tes son tratados en el Anexo práctico, así como las prácti-

cas referentes al control de calidad de estos productos
biológicos. Los principales puntos a tener en cuenta al
inocular una leguminosa son:

� empleo de inoculantes a base de turba que  asegu-
ran    buena sobrevivencia en la semilla hasta la germi-
nación. La esterilidad de la  turba permite extender los
plazos de vencimiento (cuadro 11). Las formas pildori-
zadas que emplean adhesivos  como  goma  arábiga o
derivados celulósicos, para lograr  mayor   contacto   con
la semilla, que se recubre con carbonato de calcio  y
fosfato de roca, mejoran la inoculación.

� biocidas  y fertilizantes: asegurarse  que las semi-
llas no hayan sido tratadas con sustancias tóxicos y
fertilizantes y que los recipientes empleados en la ino-
culación están libres de aceites, petróleo, metales pe-
sados, etc.

� conservación: mantener el inoculante en ambiente fres-
co, en lo posible en el refrigerador hasta su uso. No
emplear inoculantes vencidos.

� inoculación y siembra simultáneas: sembrar lo más
pronto posible luego de la inoculación, y si se pildorizó,
no más de unos días después.

� condiciones de siembra: sembrar en suelo húmedo y si
la temperatura es muy alta, hacerlo al final de la tarde.

Cuadro 11 - Efecto de la esterilización de la turba
en la sobrevivencia de rhizobio (x 10

6
/g), luego de

4 y 26 semanas

                                    4 semanas              26 semanas

Cultivo A B C A B C

R. leguminosarum 660 990 110 6 79 2,8
bv trifolii TA1

S. meliloti SU47 1500 1800 697 180 170 5,3

Bradyrhizobium 1100 1200 16 25 190 1,0
CB 756

A= esterilización en autoclave
B= esterilización por rayos gama
C= turba no estéril
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2. aporte de esqueletos carbonados por los vasos de
la planta que le asegura la generación de energía y
poder reductor para el endosimbionte y la actividad
nitrogenasa

3. transferencia del N fijado a la planta, disminuyendo
el nivel de N combinado en la vecindad de nitrogenasa,
principal causa de inhibición del proceso. Las legumi-
nosas se clasifican según la forma de exportar el N com-
binado:

�  productoras de amidas (asparagina, glutamina), so-
bretodo las leguminosas de zona templada

�  productoras de ureídos (alantoína, ácido alantoíco),
sobretodo en las leguminosas de zona tropical.

La figura 3  (Dommergues et al., 1999) presenta un es-
quema que resume el diálogo molecular entre Sinorhizo-

bium y alfalfa que se traduce en intercambio de señales
que permiten distinguir tres niveles de especificidad   indi-
cadas en el esquema por asteriscos.

El proceso comienza con la   exudación de sustancias in-
ductores (flavonoides, betaínas)  por la raíz. En su presen-
cia, las proteínas reguladoras sintetizadas por los genes
nodD de la bacteria son activadas e inducen los genes es-
tructurales de la nodulación. Estos incluyen los genes co-

munes A, B y C, encontrados en todas las especies de Rhi-

zobium y genes específicos a una especie de Rhizobium.

La expresión de genes estructurales conduce a la pro-
ducción de señales bacterianas constituidas por lipo-oli-
gosacáridos de glucosamina sulfatado, de PM 1.102, in-
ducido por flavonoides; éstos son los factores de nodula-
ción o factores Nod, que estimulan la curvatura de pelo y
la división de las células corticales.

Los sustituyentes químicos en la molécula base son los
responsables en gran parte,  de la especificidad hacia el
hospedante.

En el curso de esta simbiosis, el programa genético de la
planta hospedera es considerablemente modificado y
muchos genes de la planta se expresan en los nódulos.

El cordón de infección se produce luego de invaginación
de la pared del pelo y crece a lo largo del mismo. Las
bacterias diferenciadas en bacteroides se rodean de una
membrana peribacterial que deriva de la membrana de
la célula vegetal.

En la nodulación se distinguen varias etapas resumidas
en el cuadro 6 (Sprent y Sprent, 1990) y en la figura 4 (a,
b y c, Wood y Newcomb, 1989; d, Truchet et al., 1989.

Figura 3-  Esquema de la colonización de una leguminosa por rhizobio

Alfalfa

Señales excretadas por la
planta (flavonoides, betaínas)

Inducción de nódulos radicales

Sinorhizobium mililoti

Proteína NodD

nodD genes nod estructurales
precursores nod

proteina nod

factores nod

    H
carbonil

grupo con:
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 carbonil

metil

H, acetato,
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sulfometilfucosa,
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D-arabinosa

    H
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18C
16C
20C
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Fijación de nitrógeno por leguminosas

La cantidad de nitrógeno tomada por una leguminosa va-
ría considerablemente con la especie, la efectividad de la
simbiosis, las condiciones del ambiente, del manejo, etc.

El cuadro 12 presenta valores sobre la fijación en diferen-
tes especies. La cantidad derivada del aire varía y repre-
senta en general un 50% del total en suelos fértiles, es mayor
en suelos deficientes y menor con fertilización nitrogenada.
En asociaciones con gramíneas la proporción derivada de
la fijación puede llegar al 80 o 90% pues el cultivo asociado
toma la mayoría del nitrógeno disponible en el suelo.

Cuadro 12 -   Nitrógeno fijado por leguminosas
(kg/ha/año)

Forrajeras

Templadas

Medicago sativa (alfalfa) 177
Trifolium platense (trébol rojo) 115
Trifolim repens (trébol blanco) 149

legum.consociadas(pradera mixta) 125
Melilotus alba (trébol de olor, blanco) 104
Medicago polymorpha (trébol carretilla) 63
Trifolium subterraneum (trébol subterráneo) 24
Lotus corniculatus(cuernecillo) 27
Tropicales

Centrosema pubesens(centro) 112
Stylosanthes guianensis 115
Neonotonia wightii 160-450
Leguminosas de grano

templadas

Vicia 57-190
Phaseolus vulgaris (poroto) 46
Lupinus sp.. (lupino) 128
Tropicales

Vigna unguiculata 35 - 77
Glycine max (soja) 17-124
Arachis hipogea (mani) 33-117

El N de las leguminosas puede transferirse a otros culti-
vos en mayor o menor grado por las siguientes vías:

� excreción de compuestos nitrogenados por los nó-
dulos y raíces

� pastoreo animal

� descomposición de parte aérea de la planta

Se citan valores de N% en distintas partes de una legu-
minosa, evaluado en floración o hacia el final de ésta:
hojas (2,6-5,0); tallos (1,2-1,8), raíces (1,6-2,4), nódulos
(3,9-6,5), vainas (3,1-4,2) y en la planta entera en legu-
minosas tropicales (2,0-3,0).

Perspectivas

Algunos de las prioridades en la investigación en el tema
se pueden resumir:

� incorporar leguminosas no tradicionales en ensayos
de adaptación como forrajeras perennes: Desmodium

intortum, Leucaena leucocephala, Lotenis bainesii,

Noenotonia wightii, Macroptilium atropurpureum

� extender las investigaciones sobre la fijación del N
2
 en

leguminosas arbóreas, importantes en la fijación de
suelos arenosos, erosionados, con incremento del ni-
vel de materia orgánica (Dommergues, 1995, Frioni et

al, 1998 a y b)

� estudiar leguminosas indígenas, bien adaptadas a
determinadas zonas ecológicas, pero no explotadas a
nivel agrícola

� evaluar la simbiosis triple: leguminosa-rhizobio-hongo
micorrítico

� mejorar genéticamente a los diazotrofos: el aumento
de la efectividad de los sistemas  existentes se puede
alcanzar manipulando los genes nif responsables de la
fijación del N

2
, construyendo nuevos organismos fijado-

res por transferencia de los genes

� seleccionar mutantes de rhizobios que pueden fijar
N

2
 en presencia de altos niveles de N combinado y

con una hidrogenasa funcional que le permita reci-
clar los ATP, permiten mayores rendimientos en la
fijación
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bas perennes o hierbas anuales. Las especies adaptadas a
zonas templadas están aclimatadas a desarrollarse en sue-
los de alta fertilidad con elevados tenores en calcio y poseen
baja eficiencia en la extracción del mismo y probablemente
de otros nutrientes cuando crecen en suelos de baja fertili-
dad. Presentan problemas de desarrollo y nodulación en sue-
los ácidos, a diferencia de las especies tropicales que pre-
sentan alta capacidad de extracción de nutrientes en suelos
ácidos, aunque algunas como Desmodium  e Indigofera res-
ponden positivamente al encalado.

En el país las leguminosas presentan gran potencial de
uso, como alimento, en especies de grano, forrajeras y
árboles en los montes nativos y en asociaciones silvopas-
toriles. Recientemente se han descrito las especies nati-
vas de Uruguay y zonas vecinas (Izaguirre y Beyhaut,
1998, 2003) (cuadro 5).

Cuadro 5- Leguminosas en  Uruguay

2.300 spp en la flora total 10%  son leguminosas

               73 géneros 272 spp
 9 Mimosoideae 48 spp
 8 Caesalpiniodeae 23 spp
56 Papilionoideae 201 spp (130 nativas,

71 adventicias y/o cultivadas)
Géneros con mayor número de especies
  Adesmia    Vicia      Desmodium    Lathyrus    Galactia

Especificidad en la infectividad y en
la efectividad

Algunas cepas de Rhizobium o Frankia poseen un amplio
espectro de huéspedes. Otras cepas poseen un pequeño
espectro y se les dice específicas. Este tema de la espe-
cificidad debe verse desde el punto de vista del micro y
del macrosimbionte.  Basados en sus características de
especificidad para la nodulación y la fijación, se recono-
cen tres tipos de leguminosas:

�  El primer grupo está integrado por especies nodula-
das por amplio rango de cepas genéticamente diversas

y fijan N
2
 efectivamente en asociación con estas cepas.

Estas especies son: promiscuas en la nodulación y

en la efectividad, por ej. Vigna unguiculata, Macropti-

lium atropurpureum (siratro), Acacia crassicarpa (CL), A.

auriculiformis (CL), Albizia lebbek (CL), Paraserianthes

falcataria (CL).

� El segundo grupo esta formado por especies nodu-
ladas por un amplio rango de cepas genéticamente
diversas pero sólo fijan N

2
 con un limitado grupo de

cepas específicas: promiscuas para la nodulación

y específicas para la efectividad, ej. Acacia man-

gium (CL), Robinia pseudoacacia (CR), Acacia mear-

nsii (CL).

� El tercer grupo está integrado por especies que son es-
pecíficas en sus requerimientos, por lo que nodulan efecti-
vamente con un pequeño rango de cepas: son específi-

cas para la nodulación y también para la efectividad.
Ejemplos: Leucaena leucocephala (CR), Gliricidia sepium

(CR), Calliandra calothyrsus (CR)

Una limitación de esta clasificación  es que el carácter de
promiscuo o específico depende del rango de cepas tes-
tadas por lo que deben realizarse gran número de ensa-
yos de inoculación.

Nodulación

La fijación biológica del N
2
 en los nódulos de leguminosas

es el resultado de complejas interacciones entre el hués-
ped y el endofito la instalación de la simbiosis está contro-
lada por un dialogo molecular entre ambos integrantes
(Kondorosi, 1991).  La eficiencia es máxima en estos sis-
temas ya que existe:

1. protección de variables ambientales y la FBN pue-
de funcionar bajo amplio rango de condiciones. Así,
nódulos de soja, son relativamente insensibles a la tem-
peratura sobre un rango de 15ºC, y pueden fijar N

2
 a

concentraciones externas de O
2
 entre 0,05 y 0,8 atm,

mientras que los bacteroides fijan N
2
 en rango más

estrecho (10-6, 10-4 atm). La protección frente al O
2
 es

una de las principales ventajas de los sistemas sim-
bióticos
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� aumentar la eficiencia en la toma de metales como el
Mo y el Fe

� seleccionar genotipos del huésped por su mayor acti-
vidad reductora del acetileno en presencia de una mez-
cla comercial de cepas de rhizobio. Explorar especies
con nódulos en  los tallos

� transferir genes nif a mitocondrias o cloroplastos ve-
getales es otra de las aspiraciones de los genetistas.
Se piensa que los nif penetran en los vegetales fre-
cuentemente por heridas o llevados por parásitos. El
problema radica en el mantenimiento de estos genes
y su funcionamiento dentro del organismo superior. Se
piensa también en su introducción en microorganis-
mos del rumen

� obtener hibridos por fusión somática: células de una
hoja pueden ser inducidas a fusionarse y regenerar
plantas completas. Está en la especulación de muchos
científicos producir un cereal que forme nódulos fija-
dores de N

2
.

Pero, muy acertadamente, se señala las consecuencias
de una alteración tan brusca de los sistemas simbióticos
naturales. Los especialistas del ambiente temen que ma-
las hierbas exuberantes, fijadoras del N

2
, alteren el equi-

librio biológico. Otros elementos, además, pasarían a ser
limitantes: P, K, S, e incluso el CO

2
. Sería también peli-

grosa la propagación de microorganismos patógenos con
genes nif.

Sin embargo, todos estos llamados de atención no pue-
den detener las investigaciones sobre aspectos vincula-
dos a la FBN, ante la necesidad de alimentar a la crecien-
te población mundial. El cuadro 13 señala  algunas de los
enfoques en la investigación en este tema.

La simbiosis rhizobio-Parasponia

Hasta no hace mucho tiempo se pensaba que los rhizo-
bios formaban nódulos solamente con leguminosas. En
1973 se describió nodulación en ciertas Ulmaceae, por
rhizobios. Son árboles muy altos, ampliamente distribui-

dos en el trópico, identificados primeramente como del
género Trema, como T. cannabina, cuyo endofito bacte-
riano logró infectar varias leguminosas.

Cuadro 13 - Estrategias para optimizar la fijación
del N2

1. Selección de la planta huésped

criterios de selección

� alto potencial de fijación de N
2
 en simbiosis

� crecimiento rápido
� raíces profundas
� competencia interespecífica reducida
� tolerancia limitaciones del ambiente: salinidad,
   sequedad
� nodulación aérea ( en casos específicos)

métodos de selección

� manejo para incrementar la FBN
� ensayos de orígenes o individuos y su propa-
   gación vegetativa,
� elección de las mejores combinaciones:

            rhizobio-leguminosa, Frankia- no-leguminosa
� transferencia de genes

2. Selección de cepas compatibles de Rhizobium

o Frankia

criterios de selección

� alta efectividad
� habilidad competitiva
� tolerancia a limitantes del medio
� capacidad de afectar la fisiología de la planta

métodos de selección

� estudios en cepas salvajes
� construcción de nuevas cepas

inoculación

� cultivo de rhizobio o frankia
� procesamiento de inoculantes

3. Levantamiento de limitantes

sequía

� irrigación
deficiencia de nutrientes

� fertilización y micorrización
factores biológicos desfavorables

� control químico ( pesticidas) o control biológico
� esterilización ( solarización)
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Estudios posteriores mostraron que estos especímenes
estaban incorrectamente identificados y que pertenecen en
realidad al género Parasponia, sobre todo P. rugosa.  Pa-

rasponia es  nativa del sudeste asiático, son árboles de
hasta unos 15 m, pioneros en suelos de montaña de Mala-
sia, Indonesia y Nueva Guinea. Tres especies presentan
nódulos: P. rugosa, P. parviflora y P. andersonii, empleadas
desde muy antiguo como abono verde en Java. El endo-
simbionte se identificó como Bradyrhizobium spp de creci-
miento lento, el más promiscuo y tal vez el más antiguo de
los rhizobios, que inocula cruzado con Vigna unguiculata.
Los nódulos de Parasponia fijan nitrógeno en rangos com-
parables a los nódulos perennes de otras no leguminosas.

Diferencias con nódulos de las leguminosas:
� el rhizobio se encuentra preferencialmente dentro de un

cordón de infección altamente ramificado y pocas bac-

terias se liberan de él y se diferencian en bacteroi-

des. En las leguminosas, la mayoría de los rhizobios se
transforman en bacteroides

� los nódulos de Parasponia no poseen leghemoglobi-

na, lo que muestra claramente que tanto la formación
de bacteroides como la síntesis de leghemoglobina, es-
tán determinados por el hospedante. La masa coraloi-
de puede alcanzar tamaños de hasta 6 cm de diámetro
y se parecen más a los nódulos actinorríticos de Coria-

ria o Datisca que a los de las leguminosas

� la zona infectada suele presentar forma de herradura,
donde coexisten células hipertrofiadas, con la bacteria
y células menores, libres de endofito. Pueden presen-
tarse capas con células oscuras, posiblemente con com-
puestos polifenoles y taninos

Parasponia, como Casuarina y árboles leguminosos cre-
cen rápidamente en suelos vírgenes del sudeste de Asia y
juegan importante papel en la reforestación de suelos ero-
sionados, donde son empleados desde muy antiguamente.

Simbiosis con  nódulos con Nostoc y Anabae-
na (cianobacterias)

Las cianobacterias por su doble aptitud de fotosintetizar y
de fijar N

2
, son especies típicamente pioneras. Sin em-

bargo, muchas de ellas establecen asociaciones simbióti-
cas variadas, con hongos, en los líquenes, con hepáticas,
musgos, con el helecho acuático Azolla y una angiosper-
ma, Gunnera.

Cycas
Las Cycadales son consideradas gimnospermas primiti-
vas, reliquias de una flora tropical muy antigua: su origen
se ubica en los períodos Triásico, Jurásico y Cretáceo. Se
piensa que jugaron importante rol en el ciclo del nitrógeno
de esas épocas. De las 90 especies actuales (9 géneros),
sólo algunas, como Macrozamia, se desarrollan en Aus-
tralia a un nivel suficiente como para intervenir activamente
en el ciclo del nitrógeno. No han sido muy estudiadas y
muchos aspectos relativos al proceso de infección y a la
naturaleza de la especificidad hospedante-endofito, no han
sido aclarados.

Desarrollo y estructura de los nódulos: se parecen
superficialmente a los de no-leguminosas angiospermas,
pero su formación y estructura varían. Se originan a par-
tir de raíces especializadas, llamadas coraloides, que
presentan estructuras del tipo nodular aún antes de ser
colonizadas por la cianobacteria, inducidas posiblemen-
te por bacterias. Los nódulos se inician en la raíz em-
brional y el hipocótilo y recién luego de su emergencia
son infectados por cianobacterias heterocísticas de los
géneros Nostoc y Anabaena, por rupturas de los estra-
tos superficiales.

Las raíces coraloides se desarrollan en forma de grandes
racimos y pierden su característico geotropismo negati-
vo. Las raíces no infectadas permanecen pequeñas y
mueren en el correr del año. Todos los aislamientos mos-
traron capacidad para fijar N

2
.

En Argentina se describió nodulación en ejemplares de
Cyca revoluta cultivada en parques y jardines. La fijación
en cultivos de Cycas spp. y Macrozamia spp se realiza
tanto en aerobiosis como en anaerobiosis. Los productos
de la fijación son transportados al hospedante y se piensa
que gran parte es exudado por el endosimbionte, a dife-
rencia de lo que ocurre con la cinobacterias en vida libre.
Las causas de mayor exudación podrían deberse a:

� mayor actividad nitrogenásica del endosimbionte
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El endofito

Los hongos son no-tabicados, se los ubica entre los
Zygomycotina, del orden Glomales (familias Glomaceae,

Acaulosporaceae y Gigasporaceae) y Endogonales (fa-
milias Gigasporaceae y Endogonaceae) (cuadro 4). No
se les conoce estado sexual (Honrubia et al., 1994).

Como estos hongos no han logrado crecer en medios de
cultivo la taxonomía se basa en características de las es-
poras (figura 8), que se colectan de suelo rizosférico por
técnicas de tamizado húmedo y decantación. El em-
pleo de gradientes de sacarosa ayuda a separar las es-
poras de partículas inertes, huevos de insectos, etc.   Se
emplean combinaciones de técnicas (Anexo práctico).  El
empleo de sondas moleculares ha permitido la identifica-
ción del microsimbionte y ha contribuido mucho en los
estudios de inoculación.

Figura 8- Espora del hongo Gigaspora

Glomus puede presentar esporocarpos o no con clami-
dosporas generalmente terminales en una hifa indiferen-
ciada, las de Sclerocystis se ubican dentro de esporocar-
pos, en capa simple. Gigaspora posee azigosporas en
extremo de célula alargada en una hifa que se proyecta
hacia la espora y Acaulospora no forma esporocarpo y las
esporas están ubicadas en hifas próximas a una vesícula
de gran tamaño.

Con estas esporas es posible realizar ensayos de sínte-
sis de endomicorrizas y  probar la eficiencia de distintas
combinaciones planta-endofito. El empleo de macera-

dos de raíces micorrizadas no ofrece las mismas garan-
tías.  La inoculación con esporas desinfectadas mostró
que el rango de hospedantes para la mayoría de los ais-
lamientos estudiados es amplio, hecho que contradice
la incapacidad del hongo para desarrollarse fuera del
hospedante.

Ciclo de vida de un hongo que forma micorrizas
arbusculares
Es necesario efectuar observaciones al microscopio de
cortes coloreados de raíces colonizadas, previamente tra-
tados con KOH a los efectos de clarificar las células, eli-
minando polímeros de la pared ya que las raíces no per-
miten visualizar estructuras internas. Las hifas del hongo
penetran desde el suelo y se presentan tanto inter como
intracelularmente, en la corteza. La endodermis, meriste-
ma y vasos no son colonizados. Se coloniza la zona api-
cal de raíces jóvenes.

Se distinguen varias fases (figura 9, Duhoux y Nicole,
2004)

Figura 9- Ciclo de un hongo endomicorrícico

Raíz                                  Suelo

2

1

3      4
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Figura 10- La simbiosis Azolla-Anabaena. a) Morfología de hojas de Azolla, b) Racimo de hojas de Azolla, c) Poros con Anabaena

luego de acción de pectinasas, d) Anabaena: h= heterocisto, c= célula vegetativa, e) heterocisto de Nostoc con gruesa pared de
varias capas (flecha) y la pared externa muscilaginosa, menos densa (*).

a      b    c

d     e

� una capacidad limitada para almacenar nitrógeno como
ficocianina

Azolla
La simbiosis Azolla-Anabaena es ecológicamente la más
importante, muy abundante en aguas calmas templadas
y tropicales. La cianobacteria se encuentra en poros ubi-
cados en cara ventral de las hojas, que se cierran en ho-
jas maduras. Se han contado hasta 2.000 a 5.000 células
de Anabaena azollae en una sola cavidad. La fijación del
N

2
 tiene lugar en los heterocistos que representan entre

el 20 y 30%  de células de la cianobacteria y están rodea-
dos de gruesas paredes (figura 10: a, b, c y d Franche et

al., 1998; e, Selosse, 1996). En el filamento ocurre foto-
síntesis y en los heterocistos, que carecen de fotosistema
II, se expresa la nitrogenasa.

Azolla se usa como biofertilizante en vastas regiones de
Asia, Africa, como abono verde. Se cultiva en estanques
y luego se libera con el agua que inunda el arroz. La ino-
culación puede aumentar los rendimientos entre un 30 y
50%. La agricultura cada vez más intensiva y la fertiliza-
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Vasos del floema Vasos del xilema

Clamidospora

Pelo radical

Célula epidérmica
Célula cortical

Esporocarpo

Arbúsculo

Hifas internas

Hifas externas

Vesículas

tas de muy variada taxonomía y se conocieron como
micorrizas vesículo-arbusculares (V-A), hoy mejor
definidas como arbusculares (A), ya que las vesículas
pueden o no estar presentes y son las que han recibido
mayor atención en los últimos tiempos.

Es realmente importante el volumen de publicaciones so-
bre este tema desde la década del 70 y distintas ramas
del conocimiento se sienten atraídos por estas asociacio-
nes en las cuales el hongo y la planta obtienen mutuos
beneficios.

Micorrizas arbusculares  (MA)
Estas asociaciones son las más numerosas, las presen-
tan la mayoría de las fanerógamas, de lo que se deduce
el enorme potencial económico que puede derivarse de
un correcto manejo de ellas en suelos de baja fertilidad.
Los estudios se han incrementado mucho en los últimos
años y se trata de seleccionar las mejores combinacio-
nes planta-hongo con el objeto de inocular cultivos de
interés. En las leguminosas se tienden a usar inoculan-
tes dobles, con rhizobio y esporas del hongo endomico-
rrícico.

Los hospedantes se encuentran distribuidos en las princi-
pales familias cultivadas, las gramíneas y leguminosas.
Muy pocas de las familias examinadas carecen de endo-
micorrizas MA. Se piensa que Ericaceae, Orquidaceae y
ciertas familias típicamente ectomicorrícicas como Pina-

ceae y Betulaceae, carecen de micorrizas arbusculares.

Han sido descriptas en cultivos muy variados, como maíz,
maní, trigo, citrus, manzanos, papas, porotos, soja, café,
caña de azúcar, hasta plantas silvestres, árboles como
roble, fresno y plantas herbáceas, en variadas zonas eco-
lógicas. Generalmente sólo están ausentes en suelos muy
húmedos, en plantas sumergidas. Son más abundantes
en suelos de baja fertilidad, como todos los tipos de mico-
rrizas, y algunas prácticas agrícolas, como la fertilización,
pueden disminuir su incidencia.

Como la morfología de las raíces cambia muy poco, pa-
saron mucho tiempo inadvertidas y además la dificultad

del endofito para desarrollarse en medio de cultivo,
limitó los estudios.

Figura 7- Esquema de una micorriza arbuscular (MA)

Cuadro 4  -  Sistemática de Zygomycotina micorrícicos y tipo de micorrizas formadas

Orden Suborden Familia Género Micorriza

Glomales Glominae Glomaceae Glomus A

Sclerocystis A

Acaulosporaceae Acaulospora A

Entrophospora A

Gigasporinae Gigasporaceae Gigaspora A

Scutellospora A

Endogonales Endogonaceae Endogone A, EC
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Nodulación

� El  nódulo es un órgano compuesto de unidades ele-
mentales llamadas lóbulos nodulares, cada uno origi-
nado por invasión de frankia en raíces adventicias. En
función de variaciones del ambiente, se van formando
nuevos lóbulos, lo que origina un nódulo muy  grande,
de aspecto coraloide, que se va lignificando. Un nódulo
puede persistir durante 5 a 10 años, en ese caso sólo
los lóbulos periféricos son activos

� Cada lóbulo es una raíz modificada: su vascularización
es central y como las raíces adventicias o laterales, se
origina en el periciclo (figura 11) (Dommergues et al.,
1999)

� Los lóbulos son invadidos, en su corteza, por el micro-
simbionte Frankia, que penetra las células vegetales y
asegura la fijación de N

2

Figura 11- Estructura de nódulos actinorríticos: a) lóbulo tipo
Alnus, b) tipo Myrica y Casuarina, con raíz nodular. En ambos
tipos los vasos son centrales, con endodermis (end), periciclo

(per) y periderma (pe). El parénquima cortical colonizado
presenta 4 zonas:meristemática (1), de infección (2), de

fijación (3) y de senescencia (4).

Se distinguen dos tipos de nódulos: los de tipo coraloi-
de, como los de Alnus donde el meristema nodular cesa
su actividad una vez que el lóbulo se formó y los de
tipo Casuarina, Eleagnus, Myrica , en los cuales el me-
ristema del lóbulo continúa con un desarrollo modifica-
do que conduce a la formación de una raíz nodular con
geotropismo negativo, la cual puede a su vez ser colo-
nizada.

La figura 12 muestra nódulos jóvenes de Casuarina y Allo-

casuarina y nódulos de varios años donde se aprecia la
suberización (Duhoux y Nicole, 2004).

Formación de los nódulos: el proceso ha sido más
estudiado con Alnus glutinosa y pueden distinguirse 4
fases:

a. desarrollo del endofito en la rizosfera

b. invasión de pelos capilares

c. formación de nódulos primarios

d. formación de nódulos verdaderos, por ramificaciones
dicotómicas de meristemas apicales, dando el aspecto
racimoso característico de estos nódulos

Figura 12- Nódulos actinorríticos: a) nódulos jóvenes de
Casuarina glauca, b) nódulo jóven de Allocasuarina

verticillata, c) nódulo viejo de Casuarina.

end

per pe                                                 pe
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El reconocimiento del hongo y el hospedante apropia-
do es seguido por la colonización y la formación del
manto fúngico. El desarrollo del hongo en la rizosfera
del hospedante es estimulado por los exudados radi-
cales.

La fertilidad del suelo y la actividad fotosintética del
vegetal afectan marcadamente a la micorrización.

� Favorecen el proceso: alta actividad fotosintética y  baja
o moderada fertilidad

� Reducen el proceso: bajas intensidades luminosas o
deficiente fotosíntesis que afectan el nivel de azúcares
y la formación de nuevas raíces, altos niveles de N y P
en el suelo provocaron disminuciones en el contenido
de sacarosa en raicillas de pino y en la susceptibilidad
a la infección por el hongo ectomicorrítico Pisolithus tinc-

torius.

Otros factores que inciden en la micorrización incluyen  la
temperatura, aireación, humedad, el nivel de otros nutrien-
tes, que afectan el desarrollo de las raíces y la propaga-
ción del hongo, la microflora rizosférica (sinergismos y
antagonismos).

Prácticas de inoculación

En general, los hongos micorrícicos se incorporan a los
cultivos de árboles, en particular de pinos, abetos y otras
coníferas, así como a plantas ornamentales, cuando és-
tas se desarrollan en medios artificiales como vermiculita,
arena, etc. en el vivero (Le Tacon, 1997; Marx et al, 1991).
La falta de micorrización puede acarrear problemas en el
transplante de estos cultivos, salvo que el suelo contenga
especies ectomicorrícicas.

Técnicas de inoculación (Anexo práctico)
� con suelo o mantillo o trozos de raíces colonizadas

que se trasladan desde la zona de origen del cultivo, a
los viveros. Esta técnica es poco específica y se corre
el riesgo de llevar también microorganismos patógenos

� con esporocarpos, esporas, esclerocios, frescos
o secos que se emplean desde hace muchos años

en la inoculación de plántulas. Las esporas son fáci-
les de coleccionar a partir de esporocarpos maduros
de muchos Gasteromycetes que se colectan en el
terreno en la vecindad de árboles bien micorrizados
y se agregan a las macetas regando con un licuado
en agua

�  con cultivos puros, desde la década del 50 se comen-
zó con éxito a inocular con cultivos puros. Los suelos o
los soportes de plántulas se fumigan frecuentemente
para eliminar patógenos y la población nativa, que pue-
de competir con el inóculo

Las esporas asexuadas desarrolladas en medios de culti-
vo son también un buen inóculo, pero los cultivos con mi-
celio se emplean mucho últimamente ya que ofrecen ma-
yores garantías.

Programas de inoculación: comienzan con la selección
del hongo ectomicorrícico, la que puede realizarse simul-
táneamente con un diazotrofo, en leguminosa o en no-
leguminosa fijadora de N

2
. Los ensayos para evaluar la

especificidad y eficiencia de la simbiosis se realizan en
plántulas creciendo en tubos con vermiculita/turba, are-
na, con solución nutritiva. La inoculación se puede reali-
zar a partir de discos de agar con micelio activo. Los en-
sayos sontinúan en invernáculo, incluyendo suelo, nive-
les de fertilización, tipos de inóculos, etc.

La introducción de especies de Pisolithus en viveros ha
incrementado significativamente la calidad de plántulas
de pino. El cuadro 2 muestra un ejemplo de inoculación
en suelos muy erosionados, cerca de minas de cobre, en
el sur de Estados Unidos, pobres en materia orgánica y
nutrientes minerales. Como se observa se presentan mar-
cadas diferencias entre los hongos. Las ectomicorrizas
con Pisolithus incrementaron el crecimiento cerca  del
100%,  en  ambas  especies,  en relación  a   las  formadas
por Thelephora, menos adaptado a las condiciones ad-
versas del suelo.

En otras partes del mundo Pisolithus tinctorius responde
muy bien en la simbiosis, persiste en el suelo a pesar de la
competencia de los hongos ectomicorrícicos nativos. Nóte-
se que no aparecen los testigos sin inocular ni fertilizar, ya
que los pinos son muy dependientes de los hongos y no se
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ción han sustituido esta práctica, llamada también azolli-
zación.

Asociaciones con Frankia spp

Después de las leguminosas, las plantas actinorríticas
constituyen el segundo grupos importante (260 a 280 es-
pecies) de plantas fijadoras de nitrógeno.  Pertenecen a
unas 10 familias de las Espermatófitas con unos 24 géne-
ros que contribuyen a la economía de este elemento en
zonas erosionales, en suelos pobres, en donde se desa-
rrollan como vegetación pionera. Todos los géneros de
una misma familia no son necesariamente nodulados y
se encuentran igualmente especies no noduladas en el
interior de un mismo género.

Todas las actinorrizas albergan bacterias pertenecien-
tes a un mismo género, un actinomicete simbiótico del
género Frankia, fijador de N

2
 que fue confundido prime-

ramente con un hongo, por su carácter filamentoso. Quizá
la primera descripción de nódulos radicales en estas plan-
tas se remonta a 1895 en Alnus glutinosa, cuyo desarro-
llo y N en el follaje se correlacionaron con el número de
nódulos.

Estas asociaciones recibieron diferentes nombres: sim-
biosis tipo Alnus, simbiosis con actinomicetes y más re-
cientemente actinorrizas, por analogía con las micorri-
zas (simbiosis con hongos).

El cuadro 14 presenta las principales especies descrip-
tas. Son frecuentemente especies leñosas presentes
al estado espontáneo en todos los continentes y cli-
mas, desde el ártico al subtropical. Son, sin embargo
más frecuentes como árboles o arbustos que juegan
importante rol en la economía del nitrógeno en bos-
ques de zona templada fría. Su distribución es menor
en la región tropical. Estas plantas son escasamente
mencionadas en los textos básicos de biología o eco-
logía, a pesar de que son importantes componentes
de ecosistemas de vastas regiones y muchas de ellas
muy empleadas en forestación. Esta vegetación es to-
lerante a suelos de baja fertilidad, como dunas areno-
sas, zonas quemadas, suelos erosionados y muchas
resisten la salinidad.

Se piensa que la nodulación puede ocurrir en géneros
aún no estudiados. Un ejemplo de esto es el descubri-
miento de actinorrizas en Trevoa, miembro de Colletieae

y en Datisca glomerata, relacionada a D. cannabina,
aunque de distribución geográfica muy diferente.

Cuadro  14 – Principales especies actinorríticas

Familia                          Géneros

Betulaceae Alnus (aliso)

Casuarinaceae Allocasurina, Casuriana, Gymnostoma,

Ceuthostoma

Coriaceae Coriaria

Datiscaceae Datisca

Eleagnaceae Eleagnus, Hippophae, Shepherdia

Myricaceae Comptonia, Myrica

Rhamnaceae Ceanothus, Colletia, Discaria,

Kentrothamnus, Retanilla, Trevoa

Rosaceae Cercocarpus, Chamaebatia, Cowania, Dryas,

Purshia

Una minuciosa descripción sobre el origen en el tiempo
geológico de estos vegetales nodulados los ubica en el
período cuaternario. Actualmente ocurren en áreas templa-
das y algunas en la zona circumpolar. Las que se encuen-
tran en zonas tropicales, lo hacen sólo a altas latitudes, como
Coriaria, en N. Guinea y Perú, Cercocarpus, en Méjico y
Alnus, en Perú. La excepción la constituye Casuarina, que
se extiende en zonas costeras tropicales del Océano Pací-
fico y del Indico. Esta distribución contrasta con la de las
leguminosas (tropical y templada cálida).

El conocimiento de especies actinorríticas se incremen-
tará seguramente en los próximos años, con la contri-
bución de botánicos, fisiólogos vegetales, ingenieros
forestales.  Se observa un rápido desarrollo de los es-
tudios sobre estas asociaciones dado su contribución
a la economía del nitrógeno en dunas y suelos muy
pobres.
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desarrollan en suelos pobres. Considerando la enorme ex-
tensión sembrada con especies forestales, se comprende
la importancia de lograr incrementar los rendimientos me-
diante una correcta selección de estos hongos.

Cuadro  2- Sobrevivencia y desarrollo de
plántulas de pino luego de dos años

Tratamiento altura diámetro vol.plántula

(cm)  tallo (cm)  (cm3)

pino Virginia con
Pisolithus 52.3* 1.46* 111.5*
Thelephora 44.8 1.15 59.3

pino lobulado con
Pisolithus 48.7* 1.29* 81.0*
Thelephora 41.3 1.01 42.1

* = Diferencia significativa al  5%. Volumen plántula =  (diá-

metro tallo)
2
 x  altura.

Efectos de la inoculación:  incrementos en tamaño (altu-
ra, peso seco de las plantas), diferencias en la anatomía y
morfología de los cultivos, han sido atribuidas a esta sim-
biosis, cambios en la relación raíz/parte aérea, estructura
de tejidos radicales, longitud de acículas, longevidad de
raíces cortas, incremento en el número de cloroplastos.
Algunas de estas variaciones se atribuyen al incremento
del aporte de nutrientes, pero otras son consecuencia de la
actividad del hongo o de fitohormonas que libera.

El cuadro 3 muestra ligeros aumentos en la lignificación
de plantas de pino inoculadas (en experimentos con CO

2
14)

y del tamaño y peso del orden del 44%.

Resumiendo: se reconoce la importancia de estas aso-
ciaciones en el desarrollo de especies arbóreas, sobre
todo en suelos de baja fertilidad. El endosimbionte movili-
za nutrientes desde el suelo hacia el hospedante. La ino-
culación con especies fúngicas correctamente seleccio-
nadas ofrece una interesante perspectiva en el manejo
de cultivos forestales en:

a. cultivos exóticos
b. suelos degradados por la erosión, mineralización o por

construcciones civiles

c. áreas despobladas o desprovistas del hospedero
d. suelos y sustratos inertes desinfectados
e. en áreas donde ocurren los hongos pero se pretende

aumentar la densidad de inóculo o introducir organis-
mos más efectivos que los nativos

Cuadro  3 -  Peso seco y contenido de lignina en
Pinus sylvestris micorrizado y no micorrizado

                      peso seco               lignina
       (mg)                        (% de peso seco)

inoculado no inoculado no
inoculado inoculado

peso seco total   770 354 - -
raíz   265 125 30 28
tallos viejos    91   56 35 30
tallos nuevos  108  44 29,5 24,5
acículas  305 282 - -

Endomicorrizas

Se piensa, dada la abundancia de estas asociaciones, que
la presencia de hongos endomicorrícicos en raíces en con-
diciones naturales, es una constante, más que una ex-
cepción, Han sido reconocidas desde hace más de 100
años y se destaca su presencia en fósiles de más de 300
millones de años.

La mayoría de las endomicorrizas poseen características
comunes: el hongo invade las raíces desde el suelo, lo que
implica que debe poseer mecanismos para sobrevivir en él
o poseer una existencia saprofítica (figura 7). Dentro de la
raíz, el hongo coloniza las células de la corteza, pero no las
de la endodermis y los vasos, los que no presentan cam-
bios morfológicos (Barea et al., 1991).

Se distinguen dos tipos de endomicorrizas:

� aquellas con hongos tabicados pueden subdividirse
en las de las Ericaceae y familias relacionadas y las
presentes en las Orchidaceae

� las que albergan hongos no tabicados: Zygomycoti-

na. Constituyen un grupo heterogéneo, incluyen plan-
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La existencia de poblaciones extranodulares del endofito
es esencial para lograr colonizar plántulas y la disemina-
ción en el campo. La presencia de cepas de Frankia en el
suelo está asegurada, como en el caso de las legumino-
sas, por el decaimiento y desintegración de los nódulos al
finalizar la actividad simbiótica.

La región apical (2-3 mm) de los lóbulos del nódulo pare-
cen constituir las partes más activas en la fijación del ni-
trógeno. Allí precisamente, los racimos de vesículas pre-
sentan la mayor actividad y reducen activamente las sa-
les de tetrazolium. El aislamiento de las vesículas y la in-
corporación de ATP y ditionito permitió comprobar que son
el sitio de la fijación. Incluso los resultados de fijación se
expresan por número de vesículas.

Usos: el empleo que se les da a estas plantas es va-
riable:

� muchas especies de Alnus pueden alcanzar 30-35 m en
50 años con diámetros de 0,6 m y se emplean en mue-

bles, postes, enchapados, y en la preparación de pul-
pas para la elaboración de tejidos

� Casuarina se emplea también para postes y es rica en
energía y se usa como leña. Pueden alcanzar 4 a 5 m
en 2 años

� como alimento se usan poco: Hippophae da frutas ri-
cas en vitamina C y en aceite y suele complementar la
dieta humana

� Ceanothus y Purshia, como forraje en la alimentación
de ciervos

� otras especies poseen uso medicinal, como astringentes,
febrífugos, estimulantes o hipnóticos: Myrica, Colletia

� pero el empleo más promisorio es sin duda el de la re-

cuperación de suelos erosionados, la fijación de du-

nas y su inclusión en sistemas silvopastoriles ya
que brindan abrigo y sombra a los animales, además
de brindar N fijado a la pastura asociada

El empleo del N15 demostró la importancia ecológica de
estas asociaciones, acelerando sucesiones vegetales en

El proceso es muy parecido al que ocurre en legumino-
sas: los pelos radicales en contacto con el endofito se
encurvan y las hifas penetran avanzando hacia células
corticales que son estimuladas a dividirse (figura 13).
Las hifas penetran en las células en división, se ramifi-
can y forman las clásicas vesículas en la periferia de
estos conglomerados. La infección progresa y se forma
el llamado nódulo primario, que se reconoce como una
deformación de una raíz lateral cuyo crecimiento se de-
tiene. El nódulo verdadero se completa por surgimiento
de raíces laterales inducidas cerca de los nódulos pri-
marios, que se transforman en lóbulos nodulares por
infección persistente de su región cortical. En los nódu-

los verdaderos, la penetración de las células jóvenes
de la corteza y la diferenciación del endofito es esen-
cialmente la misma que en los nódulos primarios.

En Casuarina y Myrica, el ápice de cada lóbulo nodular
da lugar a una raíz pero con geotropismo negativo (figu-
ras 11 y 12), debido a bajos niveles de ácido indolacético,
lo que le da a los nódulos una apariencia muy particular.
En el campo, los nódulos pueden alcanzar diámetros de
más de 8 cm y muchas veces resulta difícil obtenerlos,
pues se distribuyen a lo largo de un sistema radical muy
extenso, que en suelos pedregosos y compactados pue-
de llegar a varios metros.

Figura 13- Nodulación en actinorrizas. 1a) células de la
corteza radical, 1b) células con Frankia
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patógenos, a toxinas, pH, temperatura y humedades ad-
versas. La suberización de las raíces está limitada y se
alarga su vida útil

� El hongo, por su parte, obtiene los nutrientes carbona-
dos simples que requiere en las etapas iniciales y un
ambiente que lo protege de la intensa competencia mi-
crobiana

Fisiológicamente, las asociaciones micorrícicas consti-
tuyen uno de los mejores ejemplos de parasitismo contro-
lado. Los intercambios entre ambos componentes de esta
asociación se estudian con elementos marcados:

� 
14CO

2
 en las plantas para seguir los compuestos orgáni-

cos radioactivos en el manto fúngico y en las hifas

� 
32P en compuestos orgánicos o minerales insolubles en
el suelo, que es transferido hacia la planta, por las hifas
del hongo. Las plantas micorrizadas se desarrollan mejor
en suelos deficientes en nutrientes como N, P, K.

Las raíces micorrizadas  carecen  de pelos capilares, la
mayoría  de  los  nutrientes  deben  ser   absorbidos   por
las    capas externas de la vaina fúngica y son trasladados
a la corteza radical, por las hifas. La gran superficie de
contacto entre el hongo y la planta permite un rápido in-
tercambio de nutrientes.

La absorción de fosfatos es entre 2 y 5 veces superior
en raíces micorrizadas, en relación a controles no infec-
tados. Los sitios más activos de absorción corresponde-
rían a lugares de emergencia de raíces cortas e infecta-
das. Los fosfatos se desplazarían por los espacios entre
las hifas del manto fúngico, o internamente, por meca-
nismos de difusión. Es probable que todo el fósforo se
desplace a expensas del metabolismo fúngico, en con-
diciones de baja disponibilidad de fosfatos alrededor de
las raíces.

Se han detectado reservas de P, como gránulos de

polifosfato en vaina e hifas de micorrizas de Pinus.
Algunos hongos ectomicorrícicos son capaces de em-
plear fitato (hexafosfato de inositol), que constituye im-
portante fuente de fósforo insoluble en suelos foresta-
les. Otras fuentes de P orgánico empleados son: p-ni-

tro fenil fosfato, β-glicerol fosfato, por actividad de fos-
fatasas.

Es evidente que esta asociación permite explorar el suelo
más eficientemente en hábitats en donde ninguno de los
integrantes de la pareja podría desarrollarse satisfacto-
riamente. La asociación debe mantenerse por un prolon-
gado espacio de tiempo, para obtener beneficios sustan-
ciales.

Protección contra fitopatógenos

Se ha puesto en evidencia que las raíces ectomicorriza-
das son más resistentes a la invasión por microorganis-
mos fitopatógenos, en relación a las plantas no infecta-
das.  Varias hipótesis tienden a explicar estos hechos:

� el patógeno contaría con menor disponibilidad de

materiales carbonados en la zona de la raíz, como
consecuencia de la absorción de los mismos por el hon-
go micorrícico

� el manto fúngico ejercería una eficiente barrera física a
la penetración por el patógeno: en cortes de raíces mi-
corrizadas y controles inoculadas por esporas de hon-
go patógeno, se aprecia la invasión sólo en el caso de
raíces no micorrizadas

� la secreción de antibióticos frente a los patógenos, el
desarrollo de una microflora rizosférica antagónica

� la exudación de otros metabolitos que inhiben a los
patógenos, como terpenos, en concentraciones muy su-
periores a las producidas en raíces no micorrizadas, se
ha postulado también como causa de este fenómeno

� incremento de antagonistas del patógeno entre la
población rizosférica de la planta micorrizada

Colonización y factores que afectan el desa-
rrollo de ectomicorrizas

Se produce a partir de alguna estructura del hongo:
micelio, hifas, rizomorfos, esporas, a partir del suelo.
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suelos pobres. Estos árboles son empleados en silvicul-
tura, en planes de forestación, en sistemas agroforesta-
les, contribuyendo a incrementar el nivel de nitrógeno de
los mismos.

El cuadro 15  muestra el contenido de nitrógeno en hojas
de algunas de estas plantas. Los datos de N en los rastro-
jos no deben tomarse como todo el nitrógeno fijado, ya
que, dependiendo del nivel de N del suelo, una parte es
reciclada a partir del mismo.

Cuadro 15 - N% en hojas y en mantillo de plantas
actinorrítcas   noduladas

Especies N% en Mantillo N% Edad N total

hojas ton/ha/año años   kgN/ha/año

Alnus incana   2,82 - - - -
A. crispa 1,5 3,0 5 157
A. rubra 1,3 2,0 0-40 30

  2,17 9,3 1,82 12 169
A. glutinosa   2,57 - - - -
Casuarina littoralis 2,9 1,0 - 290
C. equisetifolia   1,30 - - - -

Ceanothus velutinus 6,2 1,46 9 91
Eleagnus orientalis 13,5 1,35 - 183

Numerosos son los trabajos realizados en los últimos años
sobre esta simbiosis  que permiten ampliar la capacidad
de incorporación de N en arbustos y árboles de importan-
cia silvopastoril.

El actinomicete se propaga en el suelo. La sobrevivencia
e infectividad ha sido demostrada cuando se emplean
homogeneizados nodulares como material infectivo. La
infectividad, que disminuye con la dilución, puede mante-
nerse a bajas temperaturas -en heladera- por varios me-
ses. Se pueden conservar nódulos secos al aire sobre
sílico-gel a 6ºC. El congelamiento permite también man-
tener los inóculos viables. Se observó que la presencia
de nódulos con esporas permite mayor sobrevivencia, sien-
do las esporas más resistentes a condiciones adversas
del suelo. Las partículas del endofito responsables de la
propagación y de la colonización posterior parecen ser
hifas finas, más que las esporas.

Numerosos estudios se han realizado a los efectos de lo-
grar buena sobrevivencia de este organismo en inoculan-
tes comerciales a emplear en los viveros. Los ensayos
incluyen soportes inertes como la vermiculita. Frankia re-
sultó muy resistente al ser atrapada en bolitas de algina-
to, las que desecadas se conservan por largos períodos
de tiempo (Frioni et al., 1994)(Anexo práctico).

Muchas experiencias se realizaron para determinar la dis-
tribución de los endofitos y de sus respectivas plantas
hospedantes. Se encontraron:

� poblaciones locales de Frankia en ambientes sin los
hospedantes, que pueden haber migrado por agua,
viento, lluvia

� las poblaciones del endofito siguen, en general, a las
poblaciones de la planta hospedante. En Alnus, cuya
nodulación es muy extendida, el endofito se encuen-
tra en un 100% de las zonas de distribución de la
planta.

Los nódulos de estas plantas fijan nitrógeno, como lo ha-
cen otros sistemas fijadores, dependiendo su actividad de
la biomasa del tejido nodular, de la actividad de la nitroge-
nasa y del período en que permanecen activos.  La respi-
ración y la actividad nitrogenasa de los nódulos declina
con los incrementos de la edad de los nódulos, como ocu-
rre en general en nódulos perennes. De modo que, en
promedio, estos nódulos fijan menos que nódulos jóve-
nes de leguminosas anuales.

El cuadro 16 (Gauthier et al., 1984) muestra la actividad
nitrogenasa de Colletia spinosissima, su contenido de N%,
el N total por planta y su peso seco en ensayo control e
inoculado en cultivo hidropónico.

Cuadro 16 - Efecto de la inoculación con Frankia

en Colletia spinosissima

Tratamiento Peso seco ARA mMC
2
H

4
/

mg/planta N% N total h/planta

Control 56 0,8 0,45 0
Inoculado 113 1,5 1,69 0,68
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pre que se agregue algo de glucosa (inducción enzimá-
tica). Se han detectado actividades de celulasas, hemi-
celulasas y amilasas pero, como grupo, estos hongos
son en general incapaces de descomponer mantillos u
otras formas de materia orgánica del suelo, y dependen
del hospedante para la provisión de compuestos carbo-
nados simples.

Fuentes de nitrógeno: son variadas, en general sales de
amonio, aminoácidos y otras formas de N-orgánico son
rápidamente utilizadas (experiencias con N15), los nitratos
son menos empleados. Altos niveles de N en el suelo in-
hiben la síntesis de ectomicorrizas: una C/N alta parece
ser prerrequisito para su formación.

Factores de crecimiento: muchos de estos hongos re-
quieren ciertas vitaminas del complejo B, como tiamina y
biotina; otras especies prefieren inositol, ácido nicotínico
y ácido pantoténico.

Los hongos ectomicorrícicos producen auxinas, gi-

berelinas, citoquininas y una variedad de vitaminas,
antibióticos, ácidos grasos. Las sustancias de natu-
raleza auxínica reproducen caracteres de la micorri-
zación al incorporarlas a raíces creciendo aséptica-
mente: se forman raíces cortas y gruesas con ausen-
cia de pelos y elongación radial de células con corti-
cales.  La  microflora rizosférica puede brindar el trip-
tofano para la síntesis del AIA (ácido indol acético),
que induce estos cambios.

Si las raíces micorrizadas pierden al hongo asociado, las
características estructurales desaparecen y se transfor-
man en raíces normales. El exceso de nitrógeno afecta a
la micorrización: puede provocar que las auxinas se con-
viertan en compuestos relacionados, pero sin actividad
promotora del crecimiento, e incluso inhibir su síntesis por
el hongo.

Los factores físicos también afectan el desarrollo de
estos hongos. El óptimo del crecimiento se sitúa entre 18
y 27ºC, para muchos cesa sobre 35ºC y debajo de 5ºC.
Se consideran acidófilos, con pH óptimo entre 4 y 6, algu-
nos crecen bien a pH 3,0. Son aerobios, por esto los cul-
tivos para preparar inoculantes se agitan, y sensibles a la
falta de agua.

Figura 6- Fructificaciones de hongos ectomicorrícicos:
Laccaria, Pisolithus y Scleroderma

Interacciones entre el hongo y el hospedante

Si bien el desarrollo de plántulas de árboles no depende
siempre de la simbiosis, tanto el crecimiento como el nivel
de minerales son incrementados.

� La planta logra mayor absorción de nutrientes al au-
mentar la superficie radical, incrementan la resistencia a
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Se han señalado valores de fijación de 200-250 kgN/ha/
año en Alnus, entre 60 y 230 en Casuarina, 20-180 en
Hippophäe, de 150 en Coriaria. En general,  en la mayor
parte de los ecosistemas con especies leñosas fijadoras
de N

2
, se señalan ganancias de N a nivel del suelo igua-

les o superiores a 100 kgN/ha/año, del mismo orden de
magnitud que las aportadas como fertilizantes en conífe-
ras (Subba-Rao y Rodríguez-Barrueco, 1992). La selec-
ción de especies eficientes es una alternativa a la fertili-
zación, logrando ganancias sensibles de la productividad,
sin aumento de los costos.

Factores que afectan a la fijación del
nitrógeno

Tanto la nodulación como la fijación del nitrógeno están
afectadas por los mismos factores que en otras simbiosis
fijadoras de N

2
: fotosíntesis, factores ambientales, como

la temperatura, el aporte de nutrientes, incluido el nitróge-
no combinado, la aireación. La cantidad fijada varía mu-
cho entre especies e incluso por la posición de los nódu-
los en la raíz.

� El número de partículas infectivas en la rizosfera afec-
ta directamente a la nodulación y por lo tanto a la fija-
ción del N

2
. La inoculación tendrá efectos positivos cuan-

do ese número es bajo

� El nitrógeno combinado afecta negativamente a la fi-
jación por estos organismos, al igual que el proceso en
leguminosas. Se observaron, sin embargo, diferencias
entre la sensibilidad de especies vegetales frente al ni-
trógeno combinado; Alnus es bastante insensible y se
los puede encontrar nodulados en suelos relativamente
ricos en nitrógeno

� La temperatura del suelo: afecta marcadamente a la
fijación, aunque la tolerancia a temperaturas extremas
varía con las especies. El óptimo para muchas plan-
tas se ubica entre 20-25 ºC, sin embargo especies de
Casuarina y  H. rhamnoides toleran altas temperatu-
ras, lo que les brinda gran ventaja ecológica. Las ba-
jas temperaturas afectan también negativamente al
proceso

� La acidez: se piensa en general que las no-legumino-
sas son más tolerantes a los bajos pH que las legumi-

nosas. Alnus glutinosa y Myrica gale se mostraron muy
resistentes a las bajas concentraciones de iones hi-
drógeno

� La humedad, muchas especies actinorríticas que cre-
cen en áreas secas son afectadas por una sequía tran-
sitoria y la actividad nitrogenasa cesa en plantas some-
tidas a una succión de -25 barias en el xilema. En gene-
ral ocurre un decaimiento masivo de nódulos en el ve-
rano. La inundación, al limitar la difusión de los gases,
limita la actividad de los nódulos.  Algunas especies
poseen estructuras en las extremidades de los nódulos
llamadas lenticelas, que facilitan la difusión del O

2
 a

través del tejido nodular

� Los cambios diurnos y estacionales: en árboles
perennes, la actividad nitrogenasa se induce tempra-
no en la primavera, cuando comienza la emergencia
de las hojas. Luego se incrementa a medida que lo
hace la temperatura. Las determinaciones de la fija-
ción del N

2
 se han realizado sobre todo a nivel de

laboratorio, con nódulos aislados y son pocos los
datos de campo que permiten conocer el aporte de
nitrógeno al suelo

Transporte de los productos de la fijación
hacia la planta

Como en otras simbiosis, un 90-95% de los compuestos
nitrogenados de la fijación son transferidos al hospedan-
te. Luego de unos minutos de exposición a una mezcla de
gases con N15, un 25% del nitrógeno fijado se detecta en
las partes basales de los nódulos de Alnus, el resto se
encuentra en las partes superiores de los lóbulos nodula-
res y luego de una hora de inoculación, en las raíces veci-
nas al nódulo.

Los compuestos transferidos son sobre todo aminoáci-

dos: arginina, glutamina; la citrulina es más común en
nódulos de Alnus glutinosa. No se sabe si su síntesis es
realizada por la planta, el endofito o por ambos. Entre las
enzimas para la asimilación del amonio, se encontró la
glutamato deshidrogenasa (GDH) y la glutamino sinteta-
sa (GS), presentes en nódulos de A. glutinosa, sobre todo
en el citoplasma del hospedante y no tanto en los resi-
duos de 20 micras con vesículas. Se postula que la asimi-
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Figura 4- Carpóforos de hongos ectomicorrícicos (A, B, C),
raíces micorrizadas  (D, E) y cortes de raíces microrrizadas
(F,G) se aprecia el manto fúngico  (s) y la red de Hartig (Hn)

en las primeras filas de células corticales

Figura 5- Tipos morfológicos de ectomicorrizas
Observese estructura dicotómica, hifas a partir del manto

fúngico y las formas coraloides.

La identificación de los hongos se realiza a partir de sus
fructificaciones y de observaciones citológicas de hifas
(doliporos en Basidiomycotina y cuerpos de Woronin en
Ascomycotina) ayudado con marcadores moleculares (se-
cuencias del ARN ribosomal).

Por otra parte, estos hongos son fáciles de aislar y de
cultivar al estado puro (Honrubia et al., 1994, Malvarez et

al., 1997; Anexo práctico).

La mayoría son: Basidiomycetes: Hymenomycetes, como
Boletus, Cortinarius, Suillus, Amanita, Thricholoma, Lac-

caria y entre los Gasteromycetes se encuentran espe-
cies de Rhizopogon, Pisolithus y Scleorderma. Algunos
de estos géneros poseen especies saprofitas o parási-
tas que no forman simbiosis con raíces y es posible que
los ectomicorrícicos hayan evolucionado a partir de és-
tos (figura 6).

De acuerdo a su capacidad para vivir libremente y su gra-
do de especificidad con el hospedante, los hongos ecto-
micorrícicos se dividen en:

� saprofitas, que pueden formar micorrizas con hospe-
dantes adecuados

� normalmente micorrícicos, con amplio rango de hos-
pedantes, y con capacidad saprofítica. La mayoría de
los hongos que forman EM poseen escasa o nula habi-
lidad para vivir libremente, pero poseen amplio rango
de hospedantes.

� con escasa capacidad saprofita, con estrecho rango
de hospedantes: Suillus plorans o Boletinus asiaticus,

que pueden encontrarse en una sola o dos especies.
La mayoría de los conocimientos sobre la fisiología de las
ectomicorrizas se obtuvo con los dos últimos grupos. Las
diferencias en los grados de colonización dependen, en-
tre otras causas, de la actividad de enzimas como celula-

sa y polifenol oxidasa.

Fuentes de carbono: muchas especies ectomicorríci-
cas obligadas han podido desarrollarse en cultivo puro,
con nutrientes relativamente simples, como glucosa y
otros azúcares. Muchas no pueden emplear disacáridos
y otras especies pueden degradar polisacáridos siem-
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lación la efectúa el hospedante, mientras que el endofito
excretaría el amonio producido en la reducción del N

2
, al

igual que en las otras simbiosis fijadoras de nitrógeno.

El H
2  

es liberado escasamente por la presencia de una
hidrogenasa muy eficiente contenida en las vesículas que
asegura el reciclamiento de los electrones hacia la nitro-
genasa.

Como se observa, los sistemas simbióticos fijadores de
N

2
 presentan gran similitud en cuanto a los sistemas enzi-

máticos: nitrogenasa e hidrogenasa, en las enzimas para
la asimilación del amonio y en los efectos del medio sobre
la magnitud del proceso.

Perspectivas

El empleo de las plantas actinorríticas como pioneras en
suelos pobres o degradados es ya práctica común en
muchos países. Algunas especies se pastorean, como
jóvenes ejemplares de Alnus spp. Representan una bue-
na alternativa frente a las leguminosas en ciertas zonas.
Progresan los estudios sobre las relaciones de especifici-
dad endofito-hospedante, los mecanismos de reconoci-
miento y los procesos de colonización. Constituye un área
cuyos estudios se incrementan rápidamente por la impor-
tancia del nitrógeno como elemento limitante del desarro-
llo vegetal y la capacidad de estas plantas de colonizar

áreas muy erosionadas, suelos muy pobres en todas las
regiones climáticas.

Resumen

El cuadro 17 compara las simbiosis por rhizobio y por Fran-

kia y la figura 14 esquematiza ambos tipos de nódulos.
Se aprecia la colonización central en las leguminosas y
periférica en no-leguminosas.

Figura  14- Esquema de nódulos en: a) actinorrizas
b) leguminosas

Cuadro 17- Comparación de las simbiosis en leguminosas y en plantas actinorrizas

Leguminosas Actinorrizas

Morfología nódulo Simple Complejo
Velocidad de crecimiento de la bacteria Lentas: más 6h(tg) Más 15 horas (tg)

Rápidas: menos 6h
Sistema vascular en nódulos Periférico Central
Hidrogenasa (Hup+) No general General
Fijación de N

2
 in vitro Excepcional General

Protección O
2
: hemoglobina Siempre presente Variable, algunas excepciones

Nodulación aérea Varias especies Excepcional
Transporte N fijado como ureídos Puede emplearse en No lo forman

plantas (tropicales)
Nodulación perenne Excepcional Es la regla
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un conjunto de filamentos miceliares que exploran el sue-
lo para asegurar la nutrición mineral de la asociación, re-
lacionados a las fructificaciones fúngicas o carpóforos.

Figura 2- Esquema de una raíz ectomicorrizada

El manto fúngico puede representar en 40% del peso to-
tal del órgano (figura 3). Las hifas se pueden extender al
suelo vecino y también penetrar espacios intercelulares
de la corteza. Las células corticales se alargan transver-
salmente y los pelos capilares están ausentes. Los teji-
dos meristemáticos y los del ápice están reducidos en re-
lación a raíces no micorrizadas. Las raíces colonizadas
son por lo general laterales, al emerger de la corteza de
raíces micorrizadas. Estas raíces son de corta longitud,
muy ramificadas y son reemplazadas periódicamente.

La morfología y anatomía de las ectomicorrizas son varia-
das según el estado de desarrollo, el hongo asociado y la
presencia de más de una especie fúngica (figuras 4 y 5).
Caracteres anatómicos, fisiológicos, ecológicos y taxonó-
micos se tienen en cuenta en la descripción de las ecto-
micorrizas, como la morfología de las hifas, estructura y
aspecto del manto fúngico, presencia de rizomorfos, co-
lor, flourescencia, olor, hábitat (Alvarez, 1991).

Las ectomicorrizas de árboles forestales pueden ser par-
das, negras, rojas, amarillas, blancas. Muchos hongos
inducen ramificaciones dicotómicas en las raíces, las que
le dan forma coraloide característica; otras pueden tener
formas ramificadas, pinadas, globulosas, etc. (figura 4).

El hongo se mantiene en la corteza pudiendo llegar a la
endodermis, vía lámina media, por acción de enzimas
pectinolíticas, dependiendo de la agresividad del hongo y
la respuesta del hospedante

Las plantas hospederas
De gran distribución en las Gymnospermas: Pinaceae (pi-
nos, abetos, epigeas) y las Angiospermas, sobre todo dico-
tiledóneas como Fagaceae (hayas, robles, castaños), Myr-

taceae (eucalipto) y familias de plantas tropicales (Caesal-
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los dos grupos precedentes y que se aprecian frecuente-
mente en los viveros forestales.

Las micorrizas tipo arbutoide, son ectendomicorrizas cu-
yas hifas en forma de pelotones  intracelulares están muy
desarrolladas. Otros tipos han sido descriptos (endomico-
rrizas con pelotones) en las Orchidaceae, las Monotropeae

y en las Erycaceae.

Los estudios relacionados con la naturaleza del hongo, la
fisiología de la micorriza, el aislamiento y propagación del
endosimbionte y las prácticas de inoculación, se han in-
crementado en los últimos años (Agerer, 1994, Allen, 1991,
Norris et al, 1994, Siquiera et al, 1994).

Cuadro 2 - Características de los tipos más
importantes de micorrizas

Características Arbusculares Ectomicorrizas

hongo

hifas septadas - +
hifas no septadas + -

intracelulares + -
manto fúngico - +
red de Hartig - +
vesículas + o - -
arbúsculos + -

taxonomía Zygomycetes= Basidiomycetes,

Glomeromycetes  Ascomycetes

Zygomycetes

planta Bryophytas, Pteridophytas Pocas Pteridophytas
taxonomía Gymnospermas Gimnospermas

Angiospermas Angiospermas

Ectomicorrizas

La simbiosis ectomicorrítica (figura 2)(Dommergues, Man-
genot, 1970) ocurre sobretodo en plantas leñosas, árbo-
les o arbustos y  solamente en un 3%-5% del total de
especies vegetales, pero la gran distribución geográfica y
la importancia económica de esas especies contribuyó al
desarrollo de  los estudios en esta asociación.

Características: se aprecia un manto fúngico alrededor
de las raíces (figura 2), hifas intercelulares, formando la
típica red de Hartig entre las primeras células corticales y

pelo absorbente

hifas extremas

red Hartig

manto

pelotón

hifas externas

pelotón

vesícula
esporas

esporocarpo

arbúsculo

rizoderma

pared del hongo

parenquima                       cilindro             parenquima
    cortical                             central                            cortical

pared de la célula vegetal interfase
membrana perifúngica

vacuola

núcleo

ectomicorriza
membrana plasmática de la
célula vegetal, endomicorriza A

fas se expanden entre las células corticales de la raíz (red
de Hartig). Son comunes entre Gimnospermas (especial-
mente Pinaceas) y Angiospermas (especialmente Salica-

ceae, Betulacceae, Fagaceae, Ulmaceae, Rosaceae, Le-

guminoseae, Myrtaceae, Tiliaceae, Ericaceae). La mayo-
ría son árboles.

Figura 1- Esquema de raíz: normal, con pelos capilares,
micorrizada por ecto, endo y ectendomicorrizas

Algunas especies hospedantes pueden formar también
los otros dos tipos de micorrizas: ectendomicorrizas y

endomicorrizas, en donde la característica es la pene-
tración de las células de la raíz.

En las endomicorrizas se encuentran hifas intercelulares
e hifas que penetran en las células del hospedero y se apre-
cian: hifas, vesículas, arbúsculos o haustorios y espo-

ras. Muchas veces no se aprecian modificaciones externas
que evidencien la colonización. Se describen también las
ectendomicorrizas, que son formas intermediarias entre
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Preguntas de repaso

1) Explique por qué la fijación biológica de N
2
 es más

eficiente en asociaciones simbióticas nodulares.

2) ¿Cómo demostraría la respuesta anterior?

3) Señale relaciones de diazotrofos heterótrofos con el
O

2
 y explique en qué condiciones fijan N

2
.

4) ¿Qué mecanismos de protección de la N
2
asa puede

señalar?

5) ¿Cuál o cuales de ellos presenta: Azotobacter, Azos-

pirillum, Clostridium, Klebsiella, Bacillus?

6) Explique una asociación de una cianobacteria fijado-
ra de N

2
 con vegetales y su aplicación agronómica

7) ¿A qué se llama azollización?

8) ¿Qué importancia práctica pueden tener las bacte-
rias fotosintéticas anaerobias? Y ¿que rol cumplieron
en estudios bioquímicos y metabólicos?

9) Señale 3 asociaciones simbióticas fijadoras de N
2
:

10) Características de rhizobio:

11) Aislamiento a partir de suelo sin cultivo de legumi-
nosas

12) Señales moleculares en la iniciación de la nodulación:

13) Diferencias entre nódulos de rhizobio y de frankia

14) ¿Por qué Frankia puede fijar al aire?

15) ¿Qué se entiende por inoculación?

16) ¿En qué situaciones aconsejaría inocular una legu-
minosa?

17) ¿Cómo evaluaría el efecto de un inoculante?

18) Principales cultivos inoculados con diazotrofos que
conozca

19) Si debe inocular y no dispone de cepas eficientes,
¿qué procedimiento seguiría?

20) ¿Qué ensayos efectuaría en la evaluación de un ino-
culante comercial?
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Existen numerosas relaciones mutualísticas entre hongos
y raíces de plantas vasculares y no vasculares. Una de
las más extendidas la constituyen las asociaciones mico-
rrícicas, que involucran varios tipos de hongos del suelo y
raíces.

El término micorriza (mukés=hongo, rhiza=raíz) fue pro-
puesto por Frank, en 1885 para describir estos órganos
mixtos formados por raíces y hongos del suelo, que no
provocan síntomas de enfermedad y se las considera como
verdaderas simbiosis.  en contraste con la infección de
raíces con hongos patógenos. Los hongos colonizan el
tejido cortical de las raíces durante el período de activo
crecimiento vegetal.

La asociación está caracterizada por:

� el movimiento de productos carbonados de la planta al
hongo

� mayor absorción de agua y nutrientes por parte del hon-
go que favorece a la planta

Están muy distribuidas en el reino vegetal y sólo algunas
especies acuáticas, las crucíferas y otras pocas especies,
no forman normalmente micorrizas. Se reconocen en los
fósiles vegetales más antiguos y se postula que la evolu-
ción de plantas terrestres desde hábitats semi acuáticos
fue posible gracias a relaciones mutualísticas con algas y
hongos. Aproximadamente el 95% de las especies de plan-
tas vasculares pertenecen a familias característicamente
micorrizadas, así como numerosas Briofitas y Pteridofitas.

La micorrización ha evolucionado como la norma en la
nutrición terrestre y no como la excepción.

16 Las micorrizas

El cuadro 1 muestra los beneficios que se reconocen en
la nutrición vegetal por la micorrización. La importancia
de estas asociaciones se demostró por los fracasos en
la implantación de especies exóticas, al cambiarlos de
hábitat o por la dificultad en la forestación de zonas ero-
sionadas.

Cuando se agregan cultivos adecuados de hongos mico-
rrícicos, o mantillo de la zona de origen, la sobrevivencia
y desarrollo de especies forestales aumentan en forma
sorprendente. En base a los caracteres morfológicos se
reconocen varios  tipos de micorrizas.

Cuadro 1-  Beneficios de la micorrización en
vegetales

➢  mejoramiento en la absorción de nutrientes
➢  incremento en la tolerancia a:

sequía
sales
metales pesados
patógenos

➢ estabilización del suelo

Las características de los dos tipos más importantes: en-

domicorrizas arbusculares (MA), llamadas también ve-
sículo-arbusculares, V-A y las ectomicorrizas (EM) se
señalan en el cuadro 2 y en la figura 1 (Duhoux y Nicole,
2004).

En las ectomicorrizas, la raíz está completamente ro-
deada por un manto fúngico, bien desarrollado, cuyas hi-
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los dos grupos precedentes y que se aprecian frecuente-
mente en los viveros forestales.

Las micorrizas tipo arbutoide, son ectendomicorrizas cu-
yas hifas en forma de pelotones  intracelulares están muy
desarrolladas. Otros tipos han sido descriptos (endomico-
rrizas con pelotones) en las Orchidaceae, las Monotropeae

y en las Erycaceae.

Los estudios relacionados con la naturaleza del hongo, la
fisiología de la micorriza, el aislamiento y propagación del
endosimbionte y las prácticas de inoculación, se han in-
crementado en los últimos años (Agerer, 1994, Allen, 1991,
Norris et al, 1994, Siquiera et al, 1994).

Cuadro 2 - Características de los tipos más
importantes de micorrizas

Características Arbusculares Ectomicorrizas

hongo

hifas septadas - +
hifas no septadas + -

intracelulares + -
manto fúngico - +
red de Hartig - +
vesículas + o - -
arbúsculos + -

taxonomía Zygomycetes= Basidiomycetes,

Glomeromycetes  Ascomycetes

Zygomycetes

planta Bryophytas, Pteridophytas Pocas Pteridophytas
taxonomía Gymnospermas Gimnospermas

Angiospermas Angiospermas

Ectomicorrizas

La simbiosis ectomicorrítica (figura 2)(Dommergues, Man-
genot, 1970) ocurre sobretodo en plantas leñosas, árbo-
les o arbustos y  solamente en un 3%-5% del total de
especies vegetales, pero la gran distribución geográfica y
la importancia económica de esas especies contribuyó al
desarrollo de  los estudios en esta asociación.

Características: se aprecia un manto fúngico alrededor
de las raíces (figura 2), hifas intercelulares, formando la
típica red de Hartig entre las primeras células corticales y

pelo absorbente

hifas extremas

red Hartig

manto

pelotón

hifas externas

pelotón

vesícula
esporas

esporocarpo

arbúsculo

rizoderma

pared del hongo

parenquima                       cilindro             parenquima
    cortical                             central                            cortical

pared de la célula vegetal interfase
membrana perifúngica

vacuola

núcleo

ectomicorriza
membrana plasmática de la
célula vegetal, endomicorriza A

fas se expanden entre las células corticales de la raíz (red
de Hartig). Son comunes entre Gimnospermas (especial-
mente Pinaceas) y Angiospermas (especialmente Salica-

ceae, Betulacceae, Fagaceae, Ulmaceae, Rosaceae, Le-

guminoseae, Myrtaceae, Tiliaceae, Ericaceae). La mayo-
ría son árboles.

Figura 1- Esquema de raíz: normal, con pelos capilares,
micorrizada por ecto, endo y ectendomicorrizas

Algunas especies hospedantes pueden formar también
los otros dos tipos de micorrizas: ectendomicorrizas y

endomicorrizas, en donde la característica es la pene-
tración de las células de la raíz.

En las endomicorrizas se encuentran hifas intercelulares
e hifas que penetran en las células del hospedero y se apre-
cian: hifas, vesículas, arbúsculos o haustorios y espo-

ras. Muchas veces no se aprecian modificaciones externas
que evidencien la colonización. Se describen también las
ectendomicorrizas, que son formas intermediarias entre
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lación la efectúa el hospedante, mientras que el endofito
excretaría el amonio producido en la reducción del N

2
, al

igual que en las otras simbiosis fijadoras de nitrógeno.

El H
2  

es liberado escasamente por la presencia de una
hidrogenasa muy eficiente contenida en las vesículas que
asegura el reciclamiento de los electrones hacia la nitro-
genasa.

Como se observa, los sistemas simbióticos fijadores de
N

2
 presentan gran similitud en cuanto a los sistemas enzi-

máticos: nitrogenasa e hidrogenasa, en las enzimas para
la asimilación del amonio y en los efectos del medio sobre
la magnitud del proceso.

Perspectivas

El empleo de las plantas actinorríticas como pioneras en
suelos pobres o degradados es ya práctica común en
muchos países. Algunas especies se pastorean, como
jóvenes ejemplares de Alnus spp. Representan una bue-
na alternativa frente a las leguminosas en ciertas zonas.
Progresan los estudios sobre las relaciones de especifici-
dad endofito-hospedante, los mecanismos de reconoci-
miento y los procesos de colonización. Constituye un área
cuyos estudios se incrementan rápidamente por la impor-
tancia del nitrógeno como elemento limitante del desarro-
llo vegetal y la capacidad de estas plantas de colonizar

áreas muy erosionadas, suelos muy pobres en todas las
regiones climáticas.

Resumen

El cuadro 17 compara las simbiosis por rhizobio y por Fran-

kia y la figura 14 esquematiza ambos tipos de nódulos.
Se aprecia la colonización central en las leguminosas y
periférica en no-leguminosas.

Figura  14- Esquema de nódulos en: a) actinorrizas
b) leguminosas

Cuadro 17- Comparación de las simbiosis en leguminosas y en plantas actinorrizas

Leguminosas Actinorrizas

Morfología nódulo Simple Complejo
Velocidad de crecimiento de la bacteria Lentas: más 6h(tg) Más 15 horas (tg)

Rápidas: menos 6h
Sistema vascular en nódulos Periférico Central
Hidrogenasa (Hup+) No general General
Fijación de N

2
 in vitro Excepcional General

Protección O
2
: hemoglobina Siempre presente Variable, algunas excepciones

Nodulación aérea Varias especies Excepcional
Transporte N fijado como ureídos Puede emplearse en No lo forman

plantas (tropicales)
Nodulación perenne Excepcional Es la regla
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un conjunto de filamentos miceliares que exploran el sue-
lo para asegurar la nutrición mineral de la asociación, re-
lacionados a las fructificaciones fúngicas o carpóforos.

Figura 2- Esquema de una raíz ectomicorrizada

El manto fúngico puede representar en 40% del peso to-
tal del órgano (figura 3). Las hifas se pueden extender al
suelo vecino y también penetrar espacios intercelulares
de la corteza. Las células corticales se alargan transver-
salmente y los pelos capilares están ausentes. Los teji-
dos meristemáticos y los del ápice están reducidos en re-
lación a raíces no micorrizadas. Las raíces colonizadas
son por lo general laterales, al emerger de la corteza de
raíces micorrizadas. Estas raíces son de corta longitud,
muy ramificadas y son reemplazadas periódicamente.

La morfología y anatomía de las ectomicorrizas son varia-
das según el estado de desarrollo, el hongo asociado y la
presencia de más de una especie fúngica (figuras 4 y 5).
Caracteres anatómicos, fisiológicos, ecológicos y taxonó-
micos se tienen en cuenta en la descripción de las ecto-
micorrizas, como la morfología de las hifas, estructura y
aspecto del manto fúngico, presencia de rizomorfos, co-
lor, flourescencia, olor, hábitat (Alvarez, 1991).

Las ectomicorrizas de árboles forestales pueden ser par-
das, negras, rojas, amarillas, blancas. Muchos hongos
inducen ramificaciones dicotómicas en las raíces, las que
le dan forma coraloide característica; otras pueden tener
formas ramificadas, pinadas, globulosas, etc. (figura 4).

El hongo se mantiene en la corteza pudiendo llegar a la
endodermis, vía lámina media, por acción de enzimas
pectinolíticas, dependiendo de la agresividad del hongo y
la respuesta del hospedante

Las plantas hospederas
De gran distribución en las Gymnospermas: Pinaceae (pi-
nos, abetos, epigeas) y las Angiospermas, sobre todo dico-
tiledóneas como Fagaceae (hayas, robles, castaños), Myr-

taceae (eucalipto) y familias de plantas tropicales (Caesal-

pinoideae). Es de hacer notar que una misma especie pue-
de presentar simbiosis ecto y endomicorrítica, como es el
caso  de los álamos, eucaliptos, casuarinas y leguminosas
arbóreas, que pueden presentar tres tipos de simbiosis a lo
largo de su ciclo de vida: nódulos con rhizobio, ecto y endo-
micorrizas (se habla de simbiosis triple).

Los hongos
Contrariamente a lo observado con los hongos que for-
man endomicorrizas, son numerosos las especies ecto-
micorríticas, con más de 5.000 especies. Pertenecen a
las subdivisiones Ascomycotina y Basidiomycotina, cuyos
ciclos sexuados son bien conocidos. Muchos presentan
órganos de reproducción sexual o carpóforos comestibles
(boletos, agaricales, trufas), mientras que otros son tóxi-
cos (Amanita phalloïdes). Algunos hongos presentan un
espectro de especificidad estrecho, como Boletus betuli-

cola, y otros como Pisolithus tinctorius, coloniza más de
una decena de especies vegetales.

Figura 3- Zonas de absorción de nutrientes en raíz no
micorrizada (izquierda) y micorrizada (derecha)

Endodermis
Tejido vascular

Células corticales

    Red de Hartig
(hifas intercelulares)

Manto formado por
hifas del hongo

Raíz no micorrizada Raíz micorrizada

Límite de la zona
de absorción de P
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Se han señalado valores de fijación de 200-250 kgN/ha/
año en Alnus, entre 60 y 230 en Casuarina, 20-180 en
Hippophäe, de 150 en Coriaria. En general,  en la mayor
parte de los ecosistemas con especies leñosas fijadoras
de N

2
, se señalan ganancias de N a nivel del suelo igua-

les o superiores a 100 kgN/ha/año, del mismo orden de
magnitud que las aportadas como fertilizantes en conífe-
ras (Subba-Rao y Rodríguez-Barrueco, 1992). La selec-
ción de especies eficientes es una alternativa a la fertili-
zación, logrando ganancias sensibles de la productividad,
sin aumento de los costos.

Factores que afectan a la fijación del
nitrógeno

Tanto la nodulación como la fijación del nitrógeno están
afectadas por los mismos factores que en otras simbiosis
fijadoras de N

2
: fotosíntesis, factores ambientales, como

la temperatura, el aporte de nutrientes, incluido el nitróge-
no combinado, la aireación. La cantidad fijada varía mu-
cho entre especies e incluso por la posición de los nódu-
los en la raíz.

� El número de partículas infectivas en la rizosfera afec-
ta directamente a la nodulación y por lo tanto a la fija-
ción del N

2
. La inoculación tendrá efectos positivos cuan-

do ese número es bajo

� El nitrógeno combinado afecta negativamente a la fi-
jación por estos organismos, al igual que el proceso en
leguminosas. Se observaron, sin embargo, diferencias
entre la sensibilidad de especies vegetales frente al ni-
trógeno combinado; Alnus es bastante insensible y se
los puede encontrar nodulados en suelos relativamente
ricos en nitrógeno

� La temperatura del suelo: afecta marcadamente a la
fijación, aunque la tolerancia a temperaturas extremas
varía con las especies. El óptimo para muchas plan-
tas se ubica entre 20-25 ºC, sin embargo especies de
Casuarina y  H. rhamnoides toleran altas temperatu-
ras, lo que les brinda gran ventaja ecológica. Las ba-
jas temperaturas afectan también negativamente al
proceso

� La acidez: se piensa en general que las no-legumino-
sas son más tolerantes a los bajos pH que las legumi-

nosas. Alnus glutinosa y Myrica gale se mostraron muy
resistentes a las bajas concentraciones de iones hi-
drógeno

� La humedad, muchas especies actinorríticas que cre-
cen en áreas secas son afectadas por una sequía tran-
sitoria y la actividad nitrogenasa cesa en plantas some-
tidas a una succión de -25 barias en el xilema. En gene-
ral ocurre un decaimiento masivo de nódulos en el ve-
rano. La inundación, al limitar la difusión de los gases,
limita la actividad de los nódulos.  Algunas especies
poseen estructuras en las extremidades de los nódulos
llamadas lenticelas, que facilitan la difusión del O

2
 a

través del tejido nodular

� Los cambios diurnos y estacionales: en árboles
perennes, la actividad nitrogenasa se induce tempra-
no en la primavera, cuando comienza la emergencia
de las hojas. Luego se incrementa a medida que lo
hace la temperatura. Las determinaciones de la fija-
ción del N

2
 se han realizado sobre todo a nivel de

laboratorio, con nódulos aislados y son pocos los
datos de campo que permiten conocer el aporte de
nitrógeno al suelo

Transporte de los productos de la fijación
hacia la planta

Como en otras simbiosis, un 90-95% de los compuestos
nitrogenados de la fijación son transferidos al hospedan-
te. Luego de unos minutos de exposición a una mezcla de
gases con N15, un 25% del nitrógeno fijado se detecta en
las partes basales de los nódulos de Alnus, el resto se
encuentra en las partes superiores de los lóbulos nodula-
res y luego de una hora de inoculación, en las raíces veci-
nas al nódulo.

Los compuestos transferidos son sobre todo aminoáci-

dos: arginina, glutamina; la citrulina es más común en
nódulos de Alnus glutinosa. No se sabe si su síntesis es
realizada por la planta, el endofito o por ambos. Entre las
enzimas para la asimilación del amonio, se encontró la
glutamato deshidrogenasa (GDH) y la glutamino sinteta-
sa (GS), presentes en nódulos de A. glutinosa, sobre todo
en el citoplasma del hospedante y no tanto en los resi-
duos de 20 micras con vesículas. Se postula que la asimi-
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Figura 4- Carpóforos de hongos ectomicorrícicos (A, B, C),
raíces micorrizadas  (D, E) y cortes de raíces microrrizadas
(F,G) se aprecia el manto fúngico  (s) y la red de Hartig (Hn)

en las primeras filas de células corticales

Figura 5- Tipos morfológicos de ectomicorrizas
Observese estructura dicotómica, hifas a partir del manto

fúngico y las formas coraloides.

La identificación de los hongos se realiza a partir de sus
fructificaciones y de observaciones citológicas de hifas
(doliporos en Basidiomycotina y cuerpos de Woronin en
Ascomycotina) ayudado con marcadores moleculares (se-
cuencias del ARN ribosomal).

Por otra parte, estos hongos son fáciles de aislar y de
cultivar al estado puro (Honrubia et al., 1994, Malvarez et

al., 1997; Anexo práctico).

La mayoría son: Basidiomycetes: Hymenomycetes, como
Boletus, Cortinarius, Suillus, Amanita, Thricholoma, Lac-

caria y entre los Gasteromycetes se encuentran espe-
cies de Rhizopogon, Pisolithus y Scleorderma. Algunos
de estos géneros poseen especies saprofitas o parási-
tas que no forman simbiosis con raíces y es posible que
los ectomicorrícicos hayan evolucionado a partir de és-
tos (figura 6).

De acuerdo a su capacidad para vivir libremente y su gra-
do de especificidad con el hospedante, los hongos ecto-
micorrícicos se dividen en:

� saprofitas, que pueden formar micorrizas con hospe-
dantes adecuados

� normalmente micorrícicos, con amplio rango de hos-
pedantes, y con capacidad saprofítica. La mayoría de
los hongos que forman EM poseen escasa o nula habi-
lidad para vivir libremente, pero poseen amplio rango
de hospedantes.

� con escasa capacidad saprofita, con estrecho rango
de hospedantes: Suillus plorans o Boletinus asiaticus,

que pueden encontrarse en una sola o dos especies.
La mayoría de los conocimientos sobre la fisiología de las
ectomicorrizas se obtuvo con los dos últimos grupos. Las
diferencias en los grados de colonización dependen, en-
tre otras causas, de la actividad de enzimas como celula-

sa y polifenol oxidasa.

Fuentes de carbono: muchas especies ectomicorríci-
cas obligadas han podido desarrollarse en cultivo puro,
con nutrientes relativamente simples, como glucosa y
otros azúcares. Muchas no pueden emplear disacáridos
y otras especies pueden degradar polisacáridos siem-
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suelos pobres. Estos árboles son empleados en silvicul-
tura, en planes de forestación, en sistemas agroforesta-
les, contribuyendo a incrementar el nivel de nitrógeno de
los mismos.

El cuadro 15  muestra el contenido de nitrógeno en hojas
de algunas de estas plantas. Los datos de N en los rastro-
jos no deben tomarse como todo el nitrógeno fijado, ya
que, dependiendo del nivel de N del suelo, una parte es
reciclada a partir del mismo.

Cuadro 15 - N% en hojas y en mantillo de plantas
actinorrítcas   noduladas

Especies N% en Mantillo N% Edad N total

hojas ton/ha/año años   kgN/ha/año

Alnus incana   2,82 - - - -
A. crispa 1,5 3,0 5 157
A. rubra 1,3 2,0 0-40 30

  2,17 9,3 1,82 12 169
A. glutinosa   2,57 - - - -
Casuarina littoralis 2,9 1,0 - 290
C. equisetifolia   1,30 - - - -

Ceanothus velutinus 6,2 1,46 9 91
Eleagnus orientalis 13,5 1,35 - 183

Numerosos son los trabajos realizados en los últimos años
sobre esta simbiosis  que permiten ampliar la capacidad
de incorporación de N en arbustos y árboles de importan-
cia silvopastoril.

El actinomicete se propaga en el suelo. La sobrevivencia
e infectividad ha sido demostrada cuando se emplean
homogeneizados nodulares como material infectivo. La
infectividad, que disminuye con la dilución, puede mante-
nerse a bajas temperaturas -en heladera- por varios me-
ses. Se pueden conservar nódulos secos al aire sobre
sílico-gel a 6ºC. El congelamiento permite también man-
tener los inóculos viables. Se observó que la presencia
de nódulos con esporas permite mayor sobrevivencia, sien-
do las esporas más resistentes a condiciones adversas
del suelo. Las partículas del endofito responsables de la
propagación y de la colonización posterior parecen ser
hifas finas, más que las esporas.

Numerosos estudios se han realizado a los efectos de lo-
grar buena sobrevivencia de este organismo en inoculan-
tes comerciales a emplear en los viveros. Los ensayos
incluyen soportes inertes como la vermiculita. Frankia re-
sultó muy resistente al ser atrapada en bolitas de algina-
to, las que desecadas se conservan por largos períodos
de tiempo (Frioni et al., 1994)(Anexo práctico).

Muchas experiencias se realizaron para determinar la dis-
tribución de los endofitos y de sus respectivas plantas
hospedantes. Se encontraron:

� poblaciones locales de Frankia en ambientes sin los
hospedantes, que pueden haber migrado por agua,
viento, lluvia

� las poblaciones del endofito siguen, en general, a las
poblaciones de la planta hospedante. En Alnus, cuya
nodulación es muy extendida, el endofito se encuen-
tra en un 100% de las zonas de distribución de la
planta.

Los nódulos de estas plantas fijan nitrógeno, como lo ha-
cen otros sistemas fijadores, dependiendo su actividad de
la biomasa del tejido nodular, de la actividad de la nitroge-
nasa y del período en que permanecen activos.  La respi-
ración y la actividad nitrogenasa de los nódulos declina
con los incrementos de la edad de los nódulos, como ocu-
rre en general en nódulos perennes. De modo que, en
promedio, estos nódulos fijan menos que nódulos jóve-
nes de leguminosas anuales.

El cuadro 16 (Gauthier et al., 1984) muestra la actividad
nitrogenasa de Colletia spinosissima, su contenido de N%,
el N total por planta y su peso seco en ensayo control e
inoculado en cultivo hidropónico.

Cuadro 16 - Efecto de la inoculación con Frankia

en Colletia spinosissima

Tratamiento Peso seco ARA mMC
2
H

4
/

mg/planta N% N total h/planta

Control 56 0,8 0,45 0
Inoculado 113 1,5 1,69 0,68
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pre que se agregue algo de glucosa (inducción enzimá-
tica). Se han detectado actividades de celulasas, hemi-
celulasas y amilasas pero, como grupo, estos hongos
son en general incapaces de descomponer mantillos u
otras formas de materia orgánica del suelo, y dependen
del hospedante para la provisión de compuestos carbo-
nados simples.

Fuentes de nitrógeno: son variadas, en general sales de
amonio, aminoácidos y otras formas de N-orgánico son
rápidamente utilizadas (experiencias con N15), los nitratos
son menos empleados. Altos niveles de N en el suelo in-
hiben la síntesis de ectomicorrizas: una C/N alta parece
ser prerrequisito para su formación.

Factores de crecimiento: muchos de estos hongos re-
quieren ciertas vitaminas del complejo B, como tiamina y
biotina; otras especies prefieren inositol, ácido nicotínico
y ácido pantoténico.

Los hongos ectomicorrícicos producen auxinas, gi-

berelinas, citoquininas y una variedad de vitaminas,
antibióticos, ácidos grasos. Las sustancias de natu-
raleza auxínica reproducen caracteres de la micorri-
zación al incorporarlas a raíces creciendo aséptica-
mente: se forman raíces cortas y gruesas con ausen-
cia de pelos y elongación radial de células con corti-
cales.  La  microflora rizosférica puede brindar el trip-
tofano para la síntesis del AIA (ácido indol acético),
que induce estos cambios.

Si las raíces micorrizadas pierden al hongo asociado, las
características estructurales desaparecen y se transfor-
man en raíces normales. El exceso de nitrógeno afecta a
la micorrización: puede provocar que las auxinas se con-
viertan en compuestos relacionados, pero sin actividad
promotora del crecimiento, e incluso inhibir su síntesis por
el hongo.

Los factores físicos también afectan el desarrollo de
estos hongos. El óptimo del crecimiento se sitúa entre 18
y 27ºC, para muchos cesa sobre 35ºC y debajo de 5ºC.
Se consideran acidófilos, con pH óptimo entre 4 y 6, algu-
nos crecen bien a pH 3,0. Son aerobios, por esto los cul-
tivos para preparar inoculantes se agitan, y sensibles a la
falta de agua.

Figura 6- Fructificaciones de hongos ectomicorrícicos:
Laccaria, Pisolithus y Scleroderma

Interacciones entre el hongo y el hospedante

Si bien el desarrollo de plántulas de árboles no depende
siempre de la simbiosis, tanto el crecimiento como el nivel
de minerales son incrementados.

� La planta logra mayor absorción de nutrientes al au-
mentar la superficie radical, incrementan la resistencia a
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La existencia de poblaciones extranodulares del endofito
es esencial para lograr colonizar plántulas y la disemina-
ción en el campo. La presencia de cepas de Frankia en el
suelo está asegurada, como en el caso de las legumino-
sas, por el decaimiento y desintegración de los nódulos al
finalizar la actividad simbiótica.

La región apical (2-3 mm) de los lóbulos del nódulo pare-
cen constituir las partes más activas en la fijación del ni-
trógeno. Allí precisamente, los racimos de vesículas pre-
sentan la mayor actividad y reducen activamente las sa-
les de tetrazolium. El aislamiento de las vesículas y la in-
corporación de ATP y ditionito permitió comprobar que son
el sitio de la fijación. Incluso los resultados de fijación se
expresan por número de vesículas.

Usos: el empleo que se les da a estas plantas es va-
riable:

� muchas especies de Alnus pueden alcanzar 30-35 m en
50 años con diámetros de 0,6 m y se emplean en mue-

bles, postes, enchapados, y en la preparación de pul-
pas para la elaboración de tejidos

� Casuarina se emplea también para postes y es rica en
energía y se usa como leña. Pueden alcanzar 4 a 5 m
en 2 años

� como alimento se usan poco: Hippophae da frutas ri-
cas en vitamina C y en aceite y suele complementar la
dieta humana

� Ceanothus y Purshia, como forraje en la alimentación
de ciervos

� otras especies poseen uso medicinal, como astringentes,
febrífugos, estimulantes o hipnóticos: Myrica, Colletia

� pero el empleo más promisorio es sin duda el de la re-

cuperación de suelos erosionados, la fijación de du-

nas y su inclusión en sistemas silvopastoriles ya
que brindan abrigo y sombra a los animales, además
de brindar N fijado a la pastura asociada

El empleo del N15 demostró la importancia ecológica de
estas asociaciones, acelerando sucesiones vegetales en

El proceso es muy parecido al que ocurre en legumino-
sas: los pelos radicales en contacto con el endofito se
encurvan y las hifas penetran avanzando hacia células
corticales que son estimuladas a dividirse (figura 13).
Las hifas penetran en las células en división, se ramifi-
can y forman las clásicas vesículas en la periferia de
estos conglomerados. La infección progresa y se forma
el llamado nódulo primario, que se reconoce como una
deformación de una raíz lateral cuyo crecimiento se de-
tiene. El nódulo verdadero se completa por surgimiento
de raíces laterales inducidas cerca de los nódulos pri-
marios, que se transforman en lóbulos nodulares por
infección persistente de su región cortical. En los nódu-

los verdaderos, la penetración de las células jóvenes
de la corteza y la diferenciación del endofito es esen-
cialmente la misma que en los nódulos primarios.

En Casuarina y Myrica, el ápice de cada lóbulo nodular
da lugar a una raíz pero con geotropismo negativo (figu-
ras 11 y 12), debido a bajos niveles de ácido indolacético,
lo que le da a los nódulos una apariencia muy particular.
En el campo, los nódulos pueden alcanzar diámetros de
más de 8 cm y muchas veces resulta difícil obtenerlos,
pues se distribuyen a lo largo de un sistema radical muy
extenso, que en suelos pedregosos y compactados pue-
de llegar a varios metros.

Figura 13- Nodulación en actinorrizas. 1a) células de la
corteza radical, 1b) células con Frankia

células de la corteza
colonizadas

célula basal de
pelo capilar
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polisacáridos
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infectiva
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patógenos, a toxinas, pH, temperatura y humedades ad-
versas. La suberización de las raíces está limitada y se
alarga su vida útil

� El hongo, por su parte, obtiene los nutrientes carbona-
dos simples que requiere en las etapas iniciales y un
ambiente que lo protege de la intensa competencia mi-
crobiana

Fisiológicamente, las asociaciones micorrícicas consti-
tuyen uno de los mejores ejemplos de parasitismo contro-
lado. Los intercambios entre ambos componentes de esta
asociación se estudian con elementos marcados:

� 
14CO

2
 en las plantas para seguir los compuestos orgáni-

cos radioactivos en el manto fúngico y en las hifas

� 
32P en compuestos orgánicos o minerales insolubles en
el suelo, que es transferido hacia la planta, por las hifas
del hongo. Las plantas micorrizadas se desarrollan mejor
en suelos deficientes en nutrientes como N, P, K.

Las raíces micorrizadas  carecen  de pelos capilares, la
mayoría  de  los  nutrientes  deben  ser   absorbidos   por
las    capas externas de la vaina fúngica y son trasladados
a la corteza radical, por las hifas. La gran superficie de
contacto entre el hongo y la planta permite un rápido in-
tercambio de nutrientes.

La absorción de fosfatos es entre 2 y 5 veces superior
en raíces micorrizadas, en relación a controles no infec-
tados. Los sitios más activos de absorción corresponde-
rían a lugares de emergencia de raíces cortas e infecta-
das. Los fosfatos se desplazarían por los espacios entre
las hifas del manto fúngico, o internamente, por meca-
nismos de difusión. Es probable que todo el fósforo se
desplace a expensas del metabolismo fúngico, en con-
diciones de baja disponibilidad de fosfatos alrededor de
las raíces.

Se han detectado reservas de P, como gránulos de

polifosfato en vaina e hifas de micorrizas de Pinus.
Algunos hongos ectomicorrícicos son capaces de em-
plear fitato (hexafosfato de inositol), que constituye im-
portante fuente de fósforo insoluble en suelos foresta-
les. Otras fuentes de P orgánico empleados son: p-ni-

tro fenil fosfato, β-glicerol fosfato, por actividad de fos-
fatasas.

Es evidente que esta asociación permite explorar el suelo
más eficientemente en hábitats en donde ninguno de los
integrantes de la pareja podría desarrollarse satisfacto-
riamente. La asociación debe mantenerse por un prolon-
gado espacio de tiempo, para obtener beneficios sustan-
ciales.

Protección contra fitopatógenos

Se ha puesto en evidencia que las raíces ectomicorriza-
das son más resistentes a la invasión por microorganis-
mos fitopatógenos, en relación a las plantas no infecta-
das.  Varias hipótesis tienden a explicar estos hechos:

� el patógeno contaría con menor disponibilidad de

materiales carbonados en la zona de la raíz, como
consecuencia de la absorción de los mismos por el hon-
go micorrícico

� el manto fúngico ejercería una eficiente barrera física a
la penetración por el patógeno: en cortes de raíces mi-
corrizadas y controles inoculadas por esporas de hon-
go patógeno, se aprecia la invasión sólo en el caso de
raíces no micorrizadas

� la secreción de antibióticos frente a los patógenos, el
desarrollo de una microflora rizosférica antagónica

� la exudación de otros metabolitos que inhiben a los
patógenos, como terpenos, en concentraciones muy su-
periores a las producidas en raíces no micorrizadas, se
ha postulado también como causa de este fenómeno

� incremento de antagonistas del patógeno entre la
población rizosférica de la planta micorrizada

Colonización y factores que afectan el desa-
rrollo de ectomicorrizas

Se produce a partir de alguna estructura del hongo:
micelio, hifas, rizomorfos, esporas, a partir del suelo.
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Nodulación

� El  nódulo es un órgano compuesto de unidades ele-
mentales llamadas lóbulos nodulares, cada uno origi-
nado por invasión de frankia en raíces adventicias. En
función de variaciones del ambiente, se van formando
nuevos lóbulos, lo que origina un nódulo muy  grande,
de aspecto coraloide, que se va lignificando. Un nódulo
puede persistir durante 5 a 10 años, en ese caso sólo
los lóbulos periféricos son activos

� Cada lóbulo es una raíz modificada: su vascularización
es central y como las raíces adventicias o laterales, se
origina en el periciclo (figura 11) (Dommergues et al.,
1999)

� Los lóbulos son invadidos, en su corteza, por el micro-
simbionte Frankia, que penetra las células vegetales y
asegura la fijación de N

2

Figura 11- Estructura de nódulos actinorríticos: a) lóbulo tipo
Alnus, b) tipo Myrica y Casuarina, con raíz nodular. En ambos
tipos los vasos son centrales, con endodermis (end), periciclo

(per) y periderma (pe). El parénquima cortical colonizado
presenta 4 zonas:meristemática (1), de infección (2), de

fijación (3) y de senescencia (4).

Se distinguen dos tipos de nódulos: los de tipo coraloi-
de, como los de Alnus donde el meristema nodular cesa
su actividad una vez que el lóbulo se formó y los de
tipo Casuarina, Eleagnus, Myrica , en los cuales el me-
ristema del lóbulo continúa con un desarrollo modifica-
do que conduce a la formación de una raíz nodular con
geotropismo negativo, la cual puede a su vez ser colo-
nizada.

La figura 12 muestra nódulos jóvenes de Casuarina y Allo-

casuarina y nódulos de varios años donde se aprecia la
suberización (Duhoux y Nicole, 2004).

Formación de los nódulos: el proceso ha sido más
estudiado con Alnus glutinosa y pueden distinguirse 4
fases:

a. desarrollo del endofito en la rizosfera

b. invasión de pelos capilares

c. formación de nódulos primarios

d. formación de nódulos verdaderos, por ramificaciones
dicotómicas de meristemas apicales, dando el aspecto
racimoso característico de estos nódulos

Figura 12- Nódulos actinorríticos: a) nódulos jóvenes de
Casuarina glauca, b) nódulo jóven de Allocasuarina

verticillata, c) nódulo viejo de Casuarina.
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El reconocimiento del hongo y el hospedante apropia-
do es seguido por la colonización y la formación del
manto fúngico. El desarrollo del hongo en la rizosfera
del hospedante es estimulado por los exudados radi-
cales.

La fertilidad del suelo y la actividad fotosintética del
vegetal afectan marcadamente a la micorrización.

� Favorecen el proceso: alta actividad fotosintética y  baja
o moderada fertilidad

� Reducen el proceso: bajas intensidades luminosas o
deficiente fotosíntesis que afectan el nivel de azúcares
y la formación de nuevas raíces, altos niveles de N y P
en el suelo provocaron disminuciones en el contenido
de sacarosa en raicillas de pino y en la susceptibilidad
a la infección por el hongo ectomicorrítico Pisolithus tinc-

torius.

Otros factores que inciden en la micorrización incluyen  la
temperatura, aireación, humedad, el nivel de otros nutrien-
tes, que afectan el desarrollo de las raíces y la propaga-
ción del hongo, la microflora rizosférica (sinergismos y
antagonismos).

Prácticas de inoculación

En general, los hongos micorrícicos se incorporan a los
cultivos de árboles, en particular de pinos, abetos y otras
coníferas, así como a plantas ornamentales, cuando és-
tas se desarrollan en medios artificiales como vermiculita,
arena, etc. en el vivero (Le Tacon, 1997; Marx et al, 1991).
La falta de micorrización puede acarrear problemas en el
transplante de estos cultivos, salvo que el suelo contenga
especies ectomicorrícicas.

Técnicas de inoculación (Anexo práctico)
� con suelo o mantillo o trozos de raíces colonizadas

que se trasladan desde la zona de origen del cultivo, a
los viveros. Esta técnica es poco específica y se corre
el riesgo de llevar también microorganismos patógenos

� con esporocarpos, esporas, esclerocios, frescos
o secos que se emplean desde hace muchos años

en la inoculación de plántulas. Las esporas son fáci-
les de coleccionar a partir de esporocarpos maduros
de muchos Gasteromycetes que se colectan en el
terreno en la vecindad de árboles bien micorrizados
y se agregan a las macetas regando con un licuado
en agua

�  con cultivos puros, desde la década del 50 se comen-
zó con éxito a inocular con cultivos puros. Los suelos o
los soportes de plántulas se fumigan frecuentemente
para eliminar patógenos y la población nativa, que pue-
de competir con el inóculo

Las esporas asexuadas desarrolladas en medios de culti-
vo son también un buen inóculo, pero los cultivos con mi-
celio se emplean mucho últimamente ya que ofrecen ma-
yores garantías.

Programas de inoculación: comienzan con la selección
del hongo ectomicorrícico, la que puede realizarse simul-
táneamente con un diazotrofo, en leguminosa o en no-
leguminosa fijadora de N

2
. Los ensayos para evaluar la

especificidad y eficiencia de la simbiosis se realizan en
plántulas creciendo en tubos con vermiculita/turba, are-
na, con solución nutritiva. La inoculación se puede reali-
zar a partir de discos de agar con micelio activo. Los en-
sayos sontinúan en invernáculo, incluyendo suelo, nive-
les de fertilización, tipos de inóculos, etc.

La introducción de especies de Pisolithus en viveros ha
incrementado significativamente la calidad de plántulas
de pino. El cuadro 2 muestra un ejemplo de inoculación
en suelos muy erosionados, cerca de minas de cobre, en
el sur de Estados Unidos, pobres en materia orgánica y
nutrientes minerales. Como se observa se presentan mar-
cadas diferencias entre los hongos. Las ectomicorrizas
con Pisolithus incrementaron el crecimiento cerca  del
100%,  en  ambas  especies,  en relación  a   las  formadas
por Thelephora, menos adaptado a las condiciones ad-
versas del suelo.

En otras partes del mundo Pisolithus tinctorius responde
muy bien en la simbiosis, persiste en el suelo a pesar de la
competencia de los hongos ectomicorrícicos nativos. Nóte-
se que no aparecen los testigos sin inocular ni fertilizar, ya
que los pinos son muy dependientes de los hongos y no se
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ción han sustituido esta práctica, llamada también azolli-
zación.

Asociaciones con Frankia spp

Después de las leguminosas, las plantas actinorríticas
constituyen el segundo grupos importante (260 a 280 es-
pecies) de plantas fijadoras de nitrógeno.  Pertenecen a
unas 10 familias de las Espermatófitas con unos 24 géne-
ros que contribuyen a la economía de este elemento en
zonas erosionales, en suelos pobres, en donde se desa-
rrollan como vegetación pionera. Todos los géneros de
una misma familia no son necesariamente nodulados y
se encuentran igualmente especies no noduladas en el
interior de un mismo género.

Todas las actinorrizas albergan bacterias pertenecien-
tes a un mismo género, un actinomicete simbiótico del
género Frankia, fijador de N

2
 que fue confundido prime-

ramente con un hongo, por su carácter filamentoso. Quizá
la primera descripción de nódulos radicales en estas plan-
tas se remonta a 1895 en Alnus glutinosa, cuyo desarro-
llo y N en el follaje se correlacionaron con el número de
nódulos.

Estas asociaciones recibieron diferentes nombres: sim-
biosis tipo Alnus, simbiosis con actinomicetes y más re-
cientemente actinorrizas, por analogía con las micorri-
zas (simbiosis con hongos).

El cuadro 14 presenta las principales especies descrip-
tas. Son frecuentemente especies leñosas presentes
al estado espontáneo en todos los continentes y cli-
mas, desde el ártico al subtropical. Son, sin embargo
más frecuentes como árboles o arbustos que juegan
importante rol en la economía del nitrógeno en bos-
ques de zona templada fría. Su distribución es menor
en la región tropical. Estas plantas son escasamente
mencionadas en los textos básicos de biología o eco-
logía, a pesar de que son importantes componentes
de ecosistemas de vastas regiones y muchas de ellas
muy empleadas en forestación. Esta vegetación es to-
lerante a suelos de baja fertilidad, como dunas areno-
sas, zonas quemadas, suelos erosionados y muchas
resisten la salinidad.

Se piensa que la nodulación puede ocurrir en géneros
aún no estudiados. Un ejemplo de esto es el descubri-
miento de actinorrizas en Trevoa, miembro de Colletieae

y en Datisca glomerata, relacionada a D. cannabina,
aunque de distribución geográfica muy diferente.

Cuadro  14 – Principales especies actinorríticas

Familia                          Géneros

Betulaceae Alnus (aliso)

Casuarinaceae Allocasurina, Casuriana, Gymnostoma,

Ceuthostoma

Coriaceae Coriaria

Datiscaceae Datisca

Eleagnaceae Eleagnus, Hippophae, Shepherdia

Myricaceae Comptonia, Myrica

Rhamnaceae Ceanothus, Colletia, Discaria,

Kentrothamnus, Retanilla, Trevoa

Rosaceae Cercocarpus, Chamaebatia, Cowania, Dryas,

Purshia

Una minuciosa descripción sobre el origen en el tiempo
geológico de estos vegetales nodulados los ubica en el
período cuaternario. Actualmente ocurren en áreas templa-
das y algunas en la zona circumpolar. Las que se encuen-
tran en zonas tropicales, lo hacen sólo a altas latitudes, como
Coriaria, en N. Guinea y Perú, Cercocarpus, en Méjico y
Alnus, en Perú. La excepción la constituye Casuarina, que
se extiende en zonas costeras tropicales del Océano Pací-
fico y del Indico. Esta distribución contrasta con la de las
leguminosas (tropical y templada cálida).

El conocimiento de especies actinorríticas se incremen-
tará seguramente en los próximos años, con la contri-
bución de botánicos, fisiólogos vegetales, ingenieros
forestales.  Se observa un rápido desarrollo de los es-
tudios sobre estas asociaciones dado su contribución
a la economía del nitrógeno en dunas y suelos muy
pobres.
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desarrollan en suelos pobres. Considerando la enorme ex-
tensión sembrada con especies forestales, se comprende
la importancia de lograr incrementar los rendimientos me-
diante una correcta selección de estos hongos.

Cuadro  2- Sobrevivencia y desarrollo de
plántulas de pino luego de dos años

Tratamiento altura diámetro vol.plántula

(cm)  tallo (cm)  (cm3)

pino Virginia con
Pisolithus 52.3* 1.46* 111.5*
Thelephora 44.8 1.15 59.3

pino lobulado con
Pisolithus 48.7* 1.29* 81.0*
Thelephora 41.3 1.01 42.1

* = Diferencia significativa al  5%. Volumen plántula =  (diá-

metro tallo)
2
 x  altura.

Efectos de la inoculación:  incrementos en tamaño (altu-
ra, peso seco de las plantas), diferencias en la anatomía y
morfología de los cultivos, han sido atribuidas a esta sim-
biosis, cambios en la relación raíz/parte aérea, estructura
de tejidos radicales, longitud de acículas, longevidad de
raíces cortas, incremento en el número de cloroplastos.
Algunas de estas variaciones se atribuyen al incremento
del aporte de nutrientes, pero otras son consecuencia de la
actividad del hongo o de fitohormonas que libera.

El cuadro 3 muestra ligeros aumentos en la lignificación
de plantas de pino inoculadas (en experimentos con CO

2
14)

y del tamaño y peso del orden del 44%.

Resumiendo: se reconoce la importancia de estas aso-
ciaciones en el desarrollo de especies arbóreas, sobre
todo en suelos de baja fertilidad. El endosimbionte movili-
za nutrientes desde el suelo hacia el hospedante. La ino-
culación con especies fúngicas correctamente seleccio-
nadas ofrece una interesante perspectiva en el manejo
de cultivos forestales en:

a. cultivos exóticos
b. suelos degradados por la erosión, mineralización o por

construcciones civiles

c. áreas despobladas o desprovistas del hospedero
d. suelos y sustratos inertes desinfectados
e. en áreas donde ocurren los hongos pero se pretende

aumentar la densidad de inóculo o introducir organis-
mos más efectivos que los nativos

Cuadro  3 -  Peso seco y contenido de lignina en
Pinus sylvestris micorrizado y no micorrizado

                      peso seco               lignina
       (mg)                        (% de peso seco)

inoculado no inoculado no
inoculado inoculado

peso seco total   770 354 - -
raíz   265 125 30 28
tallos viejos    91   56 35 30
tallos nuevos  108  44 29,5 24,5
acículas  305 282 - -

Endomicorrizas

Se piensa, dada la abundancia de estas asociaciones, que
la presencia de hongos endomicorrícicos en raíces en con-
diciones naturales, es una constante, más que una ex-
cepción, Han sido reconocidas desde hace más de 100
años y se destaca su presencia en fósiles de más de 300
millones de años.

La mayoría de las endomicorrizas poseen características
comunes: el hongo invade las raíces desde el suelo, lo que
implica que debe poseer mecanismos para sobrevivir en él
o poseer una existencia saprofítica (figura 7). Dentro de la
raíz, el hongo coloniza las células de la corteza, pero no las
de la endodermis y los vasos, los que no presentan cam-
bios morfológicos (Barea et al., 1991).

Se distinguen dos tipos de endomicorrizas:

� aquellas con hongos tabicados pueden subdividirse
en las de las Ericaceae y familias relacionadas y las
presentes en las Orchidaceae

� las que albergan hongos no tabicados: Zygomycoti-

na. Constituyen un grupo heterogéneo, incluyen plan-
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Figura 10- La simbiosis Azolla-Anabaena. a) Morfología de hojas de Azolla, b) Racimo de hojas de Azolla, c) Poros con Anabaena

luego de acción de pectinasas, d) Anabaena: h= heterocisto, c= célula vegetativa, e) heterocisto de Nostoc con gruesa pared de
varias capas (flecha) y la pared externa muscilaginosa, menos densa (*).

a      b    c

d     e

� una capacidad limitada para almacenar nitrógeno como
ficocianina

Azolla
La simbiosis Azolla-Anabaena es ecológicamente la más
importante, muy abundante en aguas calmas templadas
y tropicales. La cianobacteria se encuentra en poros ubi-
cados en cara ventral de las hojas, que se cierran en ho-
jas maduras. Se han contado hasta 2.000 a 5.000 células
de Anabaena azollae en una sola cavidad. La fijación del
N

2
 tiene lugar en los heterocistos que representan entre

el 20 y 30%  de células de la cianobacteria y están rodea-
dos de gruesas paredes (figura 10: a, b, c y d Franche et

al., 1998; e, Selosse, 1996). En el filamento ocurre foto-
síntesis y en los heterocistos, que carecen de fotosistema
II, se expresa la nitrogenasa.

Azolla se usa como biofertilizante en vastas regiones de
Asia, Africa, como abono verde. Se cultiva en estanques
y luego se libera con el agua que inunda el arroz. La ino-
culación puede aumentar los rendimientos entre un 30 y
50%. La agricultura cada vez más intensiva y la fertiliza-
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tas de muy variada taxonomía y se conocieron como
micorrizas vesículo-arbusculares (V-A), hoy mejor
definidas como arbusculares (A), ya que las vesículas
pueden o no estar presentes y son las que han recibido
mayor atención en los últimos tiempos.

Es realmente importante el volumen de publicaciones so-
bre este tema desde la década del 70 y distintas ramas
del conocimiento se sienten atraídos por estas asociacio-
nes en las cuales el hongo y la planta obtienen mutuos
beneficios.

Micorrizas arbusculares  (MA)
Estas asociaciones son las más numerosas, las presen-
tan la mayoría de las fanerógamas, de lo que se deduce
el enorme potencial económico que puede derivarse de
un correcto manejo de ellas en suelos de baja fertilidad.
Los estudios se han incrementado mucho en los últimos
años y se trata de seleccionar las mejores combinacio-
nes planta-hongo con el objeto de inocular cultivos de
interés. En las leguminosas se tienden a usar inoculan-
tes dobles, con rhizobio y esporas del hongo endomico-
rrícico.

Los hospedantes se encuentran distribuidos en las princi-
pales familias cultivadas, las gramíneas y leguminosas.
Muy pocas de las familias examinadas carecen de endo-
micorrizas MA. Se piensa que Ericaceae, Orquidaceae y
ciertas familias típicamente ectomicorrícicas como Pina-

ceae y Betulaceae, carecen de micorrizas arbusculares.

Han sido descriptas en cultivos muy variados, como maíz,
maní, trigo, citrus, manzanos, papas, porotos, soja, café,
caña de azúcar, hasta plantas silvestres, árboles como
roble, fresno y plantas herbáceas, en variadas zonas eco-
lógicas. Generalmente sólo están ausentes en suelos muy
húmedos, en plantas sumergidas. Son más abundantes
en suelos de baja fertilidad, como todos los tipos de mico-
rrizas, y algunas prácticas agrícolas, como la fertilización,
pueden disminuir su incidencia.

Como la morfología de las raíces cambia muy poco, pa-
saron mucho tiempo inadvertidas y además la dificultad

del endofito para desarrollarse en medio de cultivo,
limitó los estudios.

Figura 7- Esquema de una micorriza arbuscular (MA)

Cuadro 4  -  Sistemática de Zygomycotina micorrícicos y tipo de micorrizas formadas

Orden Suborden Familia Género Micorriza

Glomales Glominae Glomaceae Glomus A

Sclerocystis A

Acaulosporaceae Acaulospora A

Entrophospora A

Gigasporinae Gigasporaceae Gigaspora A

Scutellospora A

Endogonales Endogonaceae Endogone A, EC
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Estudios posteriores mostraron que estos especímenes
estaban incorrectamente identificados y que pertenecen en
realidad al género Parasponia, sobre todo P. rugosa.  Pa-

rasponia es  nativa del sudeste asiático, son árboles de
hasta unos 15 m, pioneros en suelos de montaña de Mala-
sia, Indonesia y Nueva Guinea. Tres especies presentan
nódulos: P. rugosa, P. parviflora y P. andersonii, empleadas
desde muy antiguo como abono verde en Java. El endo-
simbionte se identificó como Bradyrhizobium spp de creci-
miento lento, el más promiscuo y tal vez el más antiguo de
los rhizobios, que inocula cruzado con Vigna unguiculata.
Los nódulos de Parasponia fijan nitrógeno en rangos com-
parables a los nódulos perennes de otras no leguminosas.

Diferencias con nódulos de las leguminosas:
� el rhizobio se encuentra preferencialmente dentro de un

cordón de infección altamente ramificado y pocas bac-

terias se liberan de él y se diferencian en bacteroi-

des. En las leguminosas, la mayoría de los rhizobios se
transforman en bacteroides

� los nódulos de Parasponia no poseen leghemoglobi-

na, lo que muestra claramente que tanto la formación
de bacteroides como la síntesis de leghemoglobina, es-
tán determinados por el hospedante. La masa coraloi-
de puede alcanzar tamaños de hasta 6 cm de diámetro
y se parecen más a los nódulos actinorríticos de Coria-

ria o Datisca que a los de las leguminosas

� la zona infectada suele presentar forma de herradura,
donde coexisten células hipertrofiadas, con la bacteria
y células menores, libres de endofito. Pueden presen-
tarse capas con células oscuras, posiblemente con com-
puestos polifenoles y taninos

Parasponia, como Casuarina y árboles leguminosos cre-
cen rápidamente en suelos vírgenes del sudeste de Asia y
juegan importante papel en la reforestación de suelos ero-
sionados, donde son empleados desde muy antiguamente.

Simbiosis con  nódulos con Nostoc y Anabae-
na (cianobacterias)

Las cianobacterias por su doble aptitud de fotosintetizar y
de fijar N

2
, son especies típicamente pioneras. Sin em-

bargo, muchas de ellas establecen asociaciones simbióti-
cas variadas, con hongos, en los líquenes, con hepáticas,
musgos, con el helecho acuático Azolla y una angiosper-
ma, Gunnera.

Cycas
Las Cycadales son consideradas gimnospermas primiti-
vas, reliquias de una flora tropical muy antigua: su origen
se ubica en los períodos Triásico, Jurásico y Cretáceo. Se
piensa que jugaron importante rol en el ciclo del nitrógeno
de esas épocas. De las 90 especies actuales (9 géneros),
sólo algunas, como Macrozamia, se desarrollan en Aus-
tralia a un nivel suficiente como para intervenir activamente
en el ciclo del nitrógeno. No han sido muy estudiadas y
muchos aspectos relativos al proceso de infección y a la
naturaleza de la especificidad hospedante-endofito, no han
sido aclarados.

Desarrollo y estructura de los nódulos: se parecen
superficialmente a los de no-leguminosas angiospermas,
pero su formación y estructura varían. Se originan a par-
tir de raíces especializadas, llamadas coraloides, que
presentan estructuras del tipo nodular aún antes de ser
colonizadas por la cianobacteria, inducidas posiblemen-
te por bacterias. Los nódulos se inician en la raíz em-
brional y el hipocótilo y recién luego de su emergencia
son infectados por cianobacterias heterocísticas de los
géneros Nostoc y Anabaena, por rupturas de los estra-
tos superficiales.

Las raíces coraloides se desarrollan en forma de grandes
racimos y pierden su característico geotropismo negati-
vo. Las raíces no infectadas permanecen pequeñas y
mueren en el correr del año. Todos los aislamientos mos-
traron capacidad para fijar N

2
.

En Argentina se describió nodulación en ejemplares de
Cyca revoluta cultivada en parques y jardines. La fijación
en cultivos de Cycas spp. y Macrozamia spp se realiza
tanto en aerobiosis como en anaerobiosis. Los productos
de la fijación son transportados al hospedante y se piensa
que gran parte es exudado por el endosimbionte, a dife-
rencia de lo que ocurre con la cinobacterias en vida libre.
Las causas de mayor exudación podrían deberse a:

� mayor actividad nitrogenásica del endosimbionte
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El endofito

Los hongos son no-tabicados, se los ubica entre los
Zygomycotina, del orden Glomales (familias Glomaceae,

Acaulosporaceae y Gigasporaceae) y Endogonales (fa-
milias Gigasporaceae y Endogonaceae) (cuadro 4). No
se les conoce estado sexual (Honrubia et al., 1994).

Como estos hongos no han logrado crecer en medios de
cultivo la taxonomía se basa en características de las es-
poras (figura 8), que se colectan de suelo rizosférico por
técnicas de tamizado húmedo y decantación. El em-
pleo de gradientes de sacarosa ayuda a separar las es-
poras de partículas inertes, huevos de insectos, etc.   Se
emplean combinaciones de técnicas (Anexo práctico).  El
empleo de sondas moleculares ha permitido la identifica-
ción del microsimbionte y ha contribuido mucho en los
estudios de inoculación.

Figura 8- Espora del hongo Gigaspora

Glomus puede presentar esporocarpos o no con clami-
dosporas generalmente terminales en una hifa indiferen-
ciada, las de Sclerocystis se ubican dentro de esporocar-
pos, en capa simple. Gigaspora posee azigosporas en
extremo de célula alargada en una hifa que se proyecta
hacia la espora y Acaulospora no forma esporocarpo y las
esporas están ubicadas en hifas próximas a una vesícula
de gran tamaño.

Con estas esporas es posible realizar ensayos de sínte-
sis de endomicorrizas y  probar la eficiencia de distintas
combinaciones planta-endofito. El empleo de macera-

dos de raíces micorrizadas no ofrece las mismas garan-
tías.  La inoculación con esporas desinfectadas mostró
que el rango de hospedantes para la mayoría de los ais-
lamientos estudiados es amplio, hecho que contradice
la incapacidad del hongo para desarrollarse fuera del
hospedante.

Ciclo de vida de un hongo que forma micorrizas
arbusculares
Es necesario efectuar observaciones al microscopio de
cortes coloreados de raíces colonizadas, previamente tra-
tados con KOH a los efectos de clarificar las células, eli-
minando polímeros de la pared ya que las raíces no per-
miten visualizar estructuras internas. Las hifas del hongo
penetran desde el suelo y se presentan tanto inter como
intracelularmente, en la corteza. La endodermis, meriste-
ma y vasos no son colonizados. Se coloniza la zona api-
cal de raíces jóvenes.

Se distinguen varias fases (figura 9, Duhoux y Nicole,
2004)

Figura 9- Ciclo de un hongo endomicorrícico

Raíz                                  Suelo

2

1

3      4
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� Germinación de las esporas y crecimiento de las hi-
fas: las esporas plurinucleadas germinan en el suelo o
in-vitro, se forma un tubo germinativo cenocítico. El hon-
go responde a exudados radicales aumentando signifi-
cativamente el crecimiento de los filamentos y las rami-
ficaciones. Se éste no se encuentra con una raíz com-
patible, el crecimiento se detiene.

� Entrada a la raíz: en la proximidad de una raíz compa-
tible, el crecimiento del tubo germinativo es estimulado
por variados factores, como CO

2
, exudados, etc. y las

ramificaciones sucesivas  penetran en la raíz. Se ob-
servan estructuras especializadas llamadas apresorios,
englobamientos redondeados de hifas, cuya pared im-
pregnada de melanina  se espesa y asegura una pre-
sión osmótica elevada. Los apresorios se forman por
moléculas liberadas por el hospedero. Los filamentos
se propagan en la exodermis y el parénquima cortical,
sin llegar nunca a la endodermis. Hidrolasas degradan
la pared de la planta provocando la progresión del fila-
mento fúngico, bajo el efecto de una presión hidrostáti-
ca elevada.

� Colonización radical: en el desarrollo del hongo sim-
biótico, aparecen las estructuras típicas de estas aso-
ciaciones, los arbúsculos y las vesículas.

� Desarrollo de hifas externas: la colonización se
completa por activo desarrollo de hifas extraradica-
les, muy ramificadas y finas que están involucradas
en la nutrición mineral del hongo. Constituyen una
nueva estructura funcional  en la nutrición mineral de
la planta (N, P).

Resumiendo: el hongo endomicorrícico presenta dos ti-
pos de hifas: las de infección con crecimiento centrípeto
en relación a la raíz y las hifas extraradicales, de creci-
miento centrífugo. El aporte de esqueletos carbonados por
parte de la planta asegura el equilibrio de esta simbiosis.

� La última etapa se caracteriza por la degradación de

los arbúsculos, la célula colonizada retoma la estruc-
tura habitual.

Se reconocen tres fases en el desarrollo de las endomi-
corrizas

� una latencia inicial atribuida al desarrollo de las plán-
tulas y germinación de esporas, el crecimiento del tubo
de germinación y la colonización (20-25 días)

� intenso desarrollo de la micorriza, de unos 30 días,
coincide con crecimiento de la parte aérea y del micelio
externo, facilitando las colonizaciones

� fase de equilibrio, donde la proporción de raíces mico-
rrizadas y no micorrizadas permanece constante, coin-
cide con la etapa de fructificación del hospedante y con-
tinúa hasta la senectud.

Las endomicorrizas colaboran con la nutrición del vegetal
durante el período de máximo desarrollo.

Las estructuras fúngicas características son (figura 10)

Los arbúsculos que se forman por repetidas divisiones
dicotómicas de una hifa, presentan el aspecto arbores-
cente característico, llamados también haustorios o apre-

sorios, con gran superficie de intercambio con el hospe-
dante y es a este nivel que se realizan la transferencia de
nutrientes (C, P, etc.).  Presentan viabilidad sólo por algu-
nos días, son digeridos por la planta y su formación reco-
mienza.

Las ramificaciones de los arbúsculos están limitados por
una membrana periarbuscular de origen vegetal que ro-
dea la pared fúngica muy fina y acompaña a la hifa. Esta
membrana presenta modificaciones funcionales importan-
tes: se ha detectado actividad ATPasa muy activa, ausen-
te en raíces no micorrizadas,que podría estar implicada
en el transporte a través de la membrana en esta simbio-
sis (fosfatos hacia la planta).

Las vesículas son estructuras de gruesas paredes, que
se desarrollan en extremos de hifas inter o intracelular-
mente, a medida que la infección progresa, aunque se
las ha descripto en etapas tempranas de la colonización.
Se encuentran en general en las capas superficiales de
la raíz y funcionan como órganos de almacenamiento
de grasas, aceite y colaboran en la propagación del en-
dofito. El hongo determina su formación y morfología.
Algunos hongos como Gigaspora y Scutellospora no las
forman.
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biocontrol o sus genes, que puedan mantenerse luego
de la aplicación al suelo. Se pueden construir microor-
ganismos rizosféricos competentes mediante ingeniería
genética, desarrollados a gran escala y que pueden ser
aplicados a partes vegetales subterráneas en ambien-
tes conductivos para su establecimiento, crecimiento y
dispersión.

Si los procedimientos anteriores no son eficientes, se pro-
cede a la inoculación de semillas repetidamente con cada
cultivo.

Si bien la tendencia es la selección, producción y patenta-
miento de un solo microorganismo por producto comer-
cial, la mezcla de microorganismos puede resultar más
eficaz, ya que simulan la microflora natural que actúa en
la supresión de una enfermedad. Se usan inoculantes con
rhizobio y/o hongos micorrícicos que están acompañados
de algún microorganismo de biocontrol, como Pseudomo-

nas, Bacillus, etc.

El uso masivo de estos productos depende de los cos-
tos de producción, de la estabilidad genética de los
agentes empleados, de su eficacia en varios ecosiste-
mas.

El cuadro 13 presenta resultados de aplicación de técni-
cas de control integrado en el caso de podredumbre blan-
ca causada por Sclerotium cepivorum, con un fungicida
(Iprodione) y un antagonista Trichoderma harzianum. Se
aprecia el efecto benéfico de ambas cepas de pseudomo-
nas y la ventaja de aplicar control integrado. Sin embar-
go, frente a los desafíos de mantener el ambiente libre de
biocidas,  la elección parece inclinarse por el uso de los
agentes biológicos.

Cuadro 13- Control integrado

Tratamiento % de infección

Ninguno 74
Iprodine 51
T. harzianum cepa T 18
T. harzianum ipro 25M 13
Iprodione + T.h cepa ipro 25M   6

El cuadro 14 resume algunos datos históricos en el uso
de los microorganismos como agentes promotores del
crecimiento vegetal.

Cuadro 14- Breve historia del uso de
microorganismos como promotores del

crecimiento vegetal

*  1958 ex URSS  inoculación de 10 7 ha con A. chroococcum

y B. megaterium var. phosphaticum (bajos incrementos)

*  1974 se preparan y comercializan inoculantes en pequeña
escala en varios países

*  1978 resultados favorables con Pseudomonas (se mantie-
nen y desarrollan en la rizosfera) Kloeper y Schroth: uso
de la sigla PGPR

*  1986  Schipers obtiene mutante sid
_
 (Tn5) de P. fluores-

cens WCS 358 que no promueve crecimiento de papas
en campo, si lo hace su recombinante sid+

 *  Se incrementan los trabajos en bacterias: P. fluorescens,

P. putida. Bacillus, Azospirillum, hongos: Thrichoderma,

Penicillum, Cladosporium, Gliocladium

*  1993 mercado agroquímicos en el mundo U$S 12.106,
agentes biológicos 1% (120 millones de dólares), 92%
corresponde a Bt (Bacillus thuringensis).
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MA, observando segmentos de 1 cm a intervalos regula-
res. Esta longitud puede llegar a un tercio del total en mu-
chas plantas cultivadas y superar 70-80% (Honrubia et

al., 1994; Sieverding y Barea, 1991), en plantas inocula-
das, en vivero.

Ecología

Muchos son los factores que afectan la formación y desa-
rrollo de las micorrizas MA. La fotosíntesis es uno de los
más importantes, pero el manejo de los cultivos (fertiliza-
ción, biocidas, rotaciones), la abundancia de inóculo en
los suelos, la susceptibilidad de la planta, las condiciones
de temperatura, humedad, pH, estación del año, afecta-
rán el grado y la eficiencia de la asociación.

Fotosíntesis: con CO
2
 marcado se demostró la transfe-

rencia de compuestos carbonados hacia el hongo. Som-
breado o corte de la parte aérea afectan la micorrización.
El efecto estacional incide en la colonización, ésta aumenta
en la estación de activo crecimiento vegetal.

La incidencia de la micorrización es mayor cuando la acti-
vidad biológica del cultivo es más intensa, con preponde-
rancia de arbúsculos, responsables de los intercambios
nutritivos con el hospedante. Las hifas y esporas contri-
buyen a la propagación del endofito y las vesículas alma-
cenan nutrientes que el hongo moviliza en condiciones
adversas.

Otros factores del ambiente, como la luz y la temperatu-

ra, afectan el desarrollo del hospedante y por ende la dis-
ponibilidad de nutrientes para el hongo. Existe correla-
ción entre grado de colonización y nivel de hidratos de
carbono en jóvenes plántulas.

La temperatura del suelo parece afectar más la actividad
fisiológica de la micorriza que su desarrollo

La aireación: la escasa colonización en suelos inunda-
dos está relacionada a la falta de oxígeno

La fertilización afecta el establecimiento del hongo. La
inhibición por fosfatos solubles ha sido bien documenta-
da: cuando la concentración de P en los tejidos vegeta-

Figura 10- Estructuras de hongos endomicorrícicos: esporas,
vesículas y arbúsculos.

Las hifas que se desarrollan dentro de la raíz están co-
nectadas a un fino micelio que se extiende en el suelo
vecino. Los ápices radicales no se presentan frecuente-
mente colonizados, como tampoco las raíces gruesas

Las esporas presentes en las células colonizadas y en el
suelo vecino. Su morfología permite la caracterización de
especies (Schenck y Pérez, 1988) luego de trabajoso pro-
cedimiento de aislamiento a partir se suelo rizosférico por
tamizado húmedo (Anexo práctico).

Se suele determinar la longitud de la raíz con alguna de
las estructuras de los hongos que forman micorrizas tipo
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tivo de hongos con fines de aplicación masivas, pero no
se adaptan bien a las fermentaciones usuales en medio
líquido. También se están aplicando soportes orgánicos
del tipo alginato de sodio, que encapsulan propágalos de
hongos y de Frankia, así como bacterias (rhizobios, pseu-
domonas) en soluciones acuosas de compuestos que for-
man geles (mezclas de alginato de sodio y cloruro de cal-
cio), ofrecen la facilidad de mantener viables a los inócu-
los y de ocupar pequeños volúmenes al secarse. En el
momento de uso, estos cristales de alginato de calcio, se
disuelven con un buffer adecuado que se  usa como ino-
culante (Anexo práctico).

Cuadro 11- Consideraciones en el empleo de
técnicas de control biológico

* Los agentes de control biológico presentan un espectro
estrecho, no sólo en términos de hospedante, sino del
ambiente, incluido el pH, tipo de suelo, humedad, tempe-
ratura.

* Considerar los costos de selección, producción y formula-
ción de los inoculantes

* Considerar que efectos de laboratorio muchas veces no se
reproducen en el campo y se necesitan numerosas expe-
riencias antes de poder recomendar un agente biológico

* Emplear el producto en el sitio de acción (semilla, suelo)
resulta crítico, sobretodo en ausencia de movimientos de
agua

* Los más efectivos agentes de control biológico son aque-
llos que poseen un nicho que pueden colonizar rápida-
mente y sin competencia de la población indígena

* Lograr buen desarrollo en medios simples de laboratorio,
de bajo costo, asi como formulaciones sencillas que ase-
guren viabilidad por períodos de tiempo que permitan su
distribución.

La producción de inóculos en fermentadores y su adición
a turba (como en el caso de rhizobios) parece ser otra
alternativa para estos inoculantes.

Finalmente: se piensa que a pesar del trabajo de selec-
ción, propagación y evaluación de efectos de los inocu-
lantes biológicos, su menor impacto en el ambiente los
convierte en alternativas promisorias en la lucha contra

plagas. Goult (1990) y Campbell (1990) señalan algu-
nas de las líneas futuras de investigación en el tema (cua-
dro 12).

Cuadro 12- Investigaciones necesarias en el tema
de control biológico

*  Dilucidación de los mecanismos involucrados en diferen-
tes tipos de suelos

*  Identificación de parámetros ambientales que afectan la
colonización radical

* Desarrollo de procedimientos más eficientes de selección
de cepas y de formulación de productos comerciales

* Identificación de los genes que codifican producción de
sideróforos, de antibióticos y los que permiten la coloniza-
ción de las raíces

* Lograr avances en la modificación genética de cepas para
producir agentes superiores de biocontrol, con mayor ran-
go de hospedantes y suelos a ser aplicados

Alternativas a la inoculación
Muchas prácticas de manejo conducen al control de mi-
croorganismos fitopatógenos por estimulación de la mi-
croflora antagonista naturalmente presente, a veces en
bajo nivel, en los suelos. Algunos ejemplos de estas prác-
ticas incluyen:

� rotaciones de cultivos: el patógeno al no encontrar la
rizosfera de la planta sensible (determinada por la natura-
leza de exudados) germina y muere al no poder competir
con la población nativa por los nutrientes, espacio, etc.

� incorporación de enmiendas orgánicas, como pajas,
abonos verdes, que provocan una eclosión  microbiana
en respuesta a los nutrientes aportados por el residuo
orgánico. En esta población estimulada se encuentran
antagonistas que por los mecanismos señalados en
este capítulo (antibiosis, competencia, predación, para-
sitismo), logran disminuir o eliminar a la población dele-
térea o patógena.

Cuando los antagonistas nativos son escasos o inade-
cuados, se pueden introducir agentes seleccionados de
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les se vuelve muy alta, la morfología del hongo cambia
drásticamente y eventualmente muere. Los fertilizantes
nitrogenados también afectan a esa simbiosis, pero no
existe acuerdo sobre los mecanismos involucrados. Se
especula sobre la teoría de los hidratos te carbono de
Björkman: el nitrógeno, al incrementar la síntesis de pro-
teínas, disminuiría el aporte de azúcares que estimulan
la colonización endomicorrícica. En condiciones natura-
les, se observa variación en la sensibilidad de los distin-
tos endofitos frente al nitrógeno.

Los pesticidas también afectan al proceso: muchos fun-
gicidas e insecticidas han sido referidos como inhibido-
res. Es necesario tener en cuenta estos efectos en las
prácticas de inoculación.

Las interacciones con otros microorganismos del suelo
afectan la germinación y crecimiento de esporas de hon-
gos que forman micorrizas MA:

La inoculación con esporas de hongos endomicorrícicos
y rhizobios ha tenido éxito en la implantación y rendimien-
tos de leguminosas: los rhizobios favorecerían la micorri-
zación por la producción de polisacáridos y de poligalac-
touronasa en el sitio de infección. Otras enzimas, como
las pectinolíticas, producidas por bacterias del suelo, fa-
vorecen también la micorrización (proceso relacionado en
gran parte a la producción de enzimas, ya que los hongos
no parecen entrar por heridas).

Se apreció que el cultivo respondió positivamente a la
acción conjunta de rhizobio y endomicorriza MA, en pre-
sencia de fosfato de roca,  incrementando  su  peso  seco
y  nodulación.  La inoculación conjunta permitió un apro-
vechamiento más eficiente y rápido del fertilizante fosfa-
tado.

Beneficios mutuos

Beneficios para la planta
En general cultivos creciendo en suelos deficientes en P
responden rápidamente a la inoculación y en las primeras
semanas ya se aprecian diferencias en el desarrollo de
plántulas inoculadas y a los pocos días se visualizan los
arbúsculos intracelulares. En general, se encuentra que

la respuesta a la micorrización está inversamente correla-
cionada con el contenido de P lábil del suelo.

Absorción de P por las hifas El P32 se acumula en
estructuras fúngicas, a partir de la fracción soluble, en
ensayos de corta duración. La fracción asimilable o
intercambiable de fosfato representa sólo entre el 1 y
el 5% del contenido total de P en los suelos. Los hon-
gos MA, al mismo tiempo que incrementan la capaci-
dad de absorción de fosfato asimilable, pueden tam-
bién solubilizar fuentes no disponibles o escasamente
disponibles. Las plantas micorrizadas responden al
agregado de fuentes insolubles de P como fosfato de
roca, hidroxiapatita.

Translocación de P a lo largo de las hifas. Las hifas
acumulan grandes cantidades de P que podría interfe-
rir en el metabolismo celular, lo que se evita por su
rápida conversión en polifosfato, osmóticamente in-
activo. Los gránulos, contenidos en vacuolas que pue-
den representar entre un 16 y 40% del total de P en
estos hongos, se evidencian en el microscopio electró-
nico. La translocación tiene lugar por corrientes cito-
plasmáticas rápidas. Los hongos poseen las enzimas
necesarias para la síntesis y degradación de los poli-
fosfatos, asi como fosfatasas, cuyo nivel disminuye con
la fertilización fosfatada.

Transferencia de P a la planta. La interfase entre ambos
facilita los intercambios, se ha referido un incremento en
la permeabilidad de la membrana de la hifa inducida por
el hospedero, la transferencia de fosfatos estaría acopla-
da de alguna manera a la transferencia de carbohidratos
desde el mismo.

Otros beneficios:
* numerosos minerales son absorbidos en mayor grado

por plantas micorrizadas con hongos tipo MA, pero no
existen referencias sobre absorción incrementada de
iones móviles en el suelo, como los nitratos. La toma de
agua parecería estar incrementada y la resistencia a
condiciones de sequedad se atribuye a la capacidad de
la planta micorrizada para mantener un adecuado nivel
de fósforo ya que la baja humedad disminuye la movili-
dad de los iones fosfato, más que a un efecto directo
sobre la absorción del agua.
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ser degradadas tanto por aislamientos de Serratia mar-

cescens como por extractos acelulares de la misma cepa
con actividad quitinolítica. La adición de quitina al suelo
incrementa el número de bacterias y actinomicetes, mu-
chos de ellos inducen quitinasa afectando a la población
fúngica.

* eliminación de microorganismos deletéreos de la ri-

zosfera: estos organismos inhiben el crecimiento vegetal
por producción de metabolitos tóxicos, pero sin llegar a
parasitar. Shippers et al, 1987) sugieren que uno de los
principales grupos de bacterias deletéreas son las pseu-
domonas productoras de HCN. Como el hierro es nece-
sario para la producción de HCN por estos microorganis-
mos, también sugieren que los microorganismos del inó-
culo ejercen su efecto benéfico compitiendo con ellos por
el hierro.

* generar resistencia inducida en plantas sensibles:

se ha observado que cepas no patogénicas de un hongo
patógeno prevén la infección por la cepa patógena. Se
explica este fenómeno por competencia entre ambas ce-
pas por nichos ecológicos similares en el suelo.

* inhibición de la germinación y crecimiento de hongos

por compuestos volátiles de la atmósfera del suelo, como
el etileno, amonio, ha sido ocasionalmente observado.

* aumento de la disponibilidad de nutrientes y pro-

ducción de sustancias del tipo de las fitohormonas,
como el AIA, giberelinas, citoquininas, que ha sido verifi-
cada en cultivos microbianos, se postula como causa de
control de enfermedades. El cultivo se desarrolla más tem-
pranamente y su población rizosférica puede competir con
el patógeno.

Desarrollo de agentes para el control
biológico

A pesar de los múltiples ejemplos publicados en los últi-
mos años sobre el éxito en la aplicación de organismos
para el control biológico de enfermedades de raíces, ha
habido escaso desarrollo de formulaciones comerciales.
Powell (1993) señala que el mercado de agroquímicos en
el mundo es de cerca de 12 mil millones de dólares, de

los cuales los agentes de control biológico representan
sólo un 1% (120 millones). Pero de éstos, un 92% corres-
ponde a preparaciones secas de Bacillus thuringensis (Bt)
que sintetizan cristales de proteínas tóxicas en cultivos
esporulados y son empleados como  poderosos insecti-

cidas (figura 5).

El resto está integrado por una mezcla de productos
menores.

Figura 5- Bacillus thuringensis, bioinsecticida  (Bt). Nótese el
cristal proteico oscuro vecino a la espora

Para este autor es necesario tener en cuenta una serie de
consideraciones para lograr competir con los agentes quí-
micos de control (cuadro 11).

Limitaciones para la comercialización de ino-
culantes para biocontrol

Los obstáculos principales en el biocontrol por adición al
suelo o a las semillas de antagonistas de plagas lo cons-
tituye el escaso desarrollo de técnicas de cultivo de gran
volumen de biomasa microbiana y la introducción de mi-
croorganismos en sistemas de producción en forma se-
gura y de bajo costo.

Se han empleado medios sólidos como arcillas expandi-
das, residuos de cereales, granos de cebada, para el cul-
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* detoxificación del medio: remoción de inhibidores, pre-
sentes en el suelo o producidos por los métodos de es-
terilización, ejemplo, metales pesados

* producción de sustancias bióticas, solubles en agua
o volátiles, como aminoácidos, vitaminas, fitohormonas

* cambios en el pH, como en el caso de los solubilizado-
res de fosfatos (capítulo 12)

* producción de fitohormonas, como lo hacen bacterias
y otros organismos del suelo. Su balance resulta de fun-
damental importancia en la regulación del crecimiento
vegetal

Las células de la corteza colonizadas con hongos que for-
man MA incrementan las mitocondrias, retículo endoplas-
mático, clorofila, respiración, tamaño del núcleo y dismi-
nuyen su contenido en almidón y la invasión por hongos
patógenos.

Los hongos micorrícicos tanto ecto como endomicorríci-
cos, pueden contribuir entonces a:

�  la mineralización de P orgánico por actividad de fos-
fatasas localizadas en arbúsculos maduros e hifas inter-
celulares y

�  la solubilización de P insoluble (fosfato tricálcico, hi-
droxiapatita, polvo de roca) mediante la producción de
ácidos. La selección de inoculantes se realiza  incluyendo
estas propiedades.

Beneficios para el hongo
Ya señalados en el caso de los hongos ectomicorrícicos:
reciben de la planta  nutrientes, sobre todo hidratos de

carbono en las primeras etapas de la colonización. La
estimulación en la producción de clorofila y una alteración
en la permeabilidad de las membranas evitan pérdidas de
energía en la fotofosforilación y explican el hecho de que
una incrementada actividad fotosintética compensa el flu-
jo de carbono hacia el hongo, evitando disminuir la mate-
ria seca de la planta.

Se ha demostrado con CO
2
 marcado que el hongo emplea

entre un 4 y un 20% de las hexosas producidas por la plan-

ta. Los arbúsculos son el sitio de intercambio carbonado
entre ambos simbiontes, donde se regula la hidrólisis de la
sacarosa de la fotosíntesis, por estimulación de la inverta-
sa de la planta como consecuencia de la acidificación de la
interfase del arbúsculo.

Inoculación

La principal limitante en la inoculación de plantines con
hongos endomicorrícicos es la incapacidad de desarro-
llarse en cultivo puro en medios de laboratorio, por lo
que no se cuenta al presente con inoculante a base de
micelio.

Existen, sin embargo, numerosas publicaciones sobre
efectos en los rendimientos de varios cultivos luego de
la inoculación con Endogonaceae, sobre todo a nivel ex-
perimental. La inoculación es promisoria en el caso de
plantas de valor económico: ornamentales y micropro-
pagadas (citrus, café, etc.). No se puede pensar por el
momento su uso en cultivos extensivos.  Para que la
inoculación sea exitosa se deben reunir una serie de con-
diciones:

� ausencia o bajo potencial de inóculo de hongos en-

domicorrícicos nativos

� alta competencia del inóculo en caso de que la pobla-
ción nativa sea alta y gran capacidad para estimular la
toma de nutrientes y el crecimiento vegetal.

Las características requeridas para emplear un hongo que
forma MA como inoculante son similares a las exigidas a
cepas de rhizobios: infectividad, efectividad, coloniza-

ción y sobrevivencia en la rizosfera y en el suelo.

Existe poca especificidad entre las asociaciones  arbus-
culares y las plantas. En cultivos anuales, la sobreviven-
cia debe ser considerada para eliminar los costos de rei-
noculación.

La selección inicial debe  incluir  hongos  que  produz-
can  esporas que germinen rápidamente, hifas que crez-
can bien en el suelo y que colonicen extensivamente al
sistema radical. Las condiciones experimentales para
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Micoparasitismo

El empleo de hongos como agentes de biocontrol se ha
extendido mucho en los últimos años y la literatura es muy
amplia sobre resultados de antagonismo de patógenos,
sobretodo de otros hongos (Howell, 1990).  El grupo de
Hyphomycetes más empleado en el control biológico lo
integran los géneros: Verticillium, Trichoderma y Gliocla-

dium, los 3 son micoparásitos necrotróficos (matan inme-
diatamente del contacto con el hospedante) y buenos
saprofitas que crecen en medios corrientes de laborato-
rio. V. biguttatum se encuentra en asociación con esclero-
cios de Rhizoctonia solani y se usa en el tratamiento de
semillas de papa, donde reduce significativamente el nú-
mero de esclerocios patógenos en los nuevos tubérculos.

El género Trichoderma contiene numerosas especies
usadas en el control biológico seleccionadas por su capa-
cidad de micoparasitar a otros hongos. T. harzianum es la
especie más empleada y el rango de especies sensibles
incluye: Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani, Phytium

aphanidermatum, Alternaria raphani, Fusarium roseum,

patógenos de muchos cultivos, como trigo, algodón. El
ataque se realiza envolviendo y penetrando a las hifas y
estructuras de resistencia (figura 4)(Graham y Mitchell,
1998). La entrada se logra por orificios en la pared me-
diante la producción de enzimas como ß 1-3 glucanasa y

quitinasa. El reconocimiento de las hifas está mediado
por lectinas.

Especies de Trichoderma producen además antibióticos

y fitoxinas, por lo que es son considerados importantes
agentes de biocontrol. Se han señalado estimulaciones
del crecimiento en cultivos inoculados en suelos estériles,
lo que evidencia la producción de sustancias del tipo de
las fitohormonas. Otras especies incluyen T. hamatum, T.

koningii y T. viridi, que producen las típicas esporas ver-
des en medios de cultivo.

Un representante del género Penicillum, P. vermiculatum

se emplea en biocontrol por combinación de micoparasi-
tismo y producción de antibióticos. P. frequentans parasi-
ta esclerocios de numerosos hongos.

Las investigaciones sobre las posibilidades de emplear
hongos como agentes de biocontrol avanzan rápidamen-

te, aunque las técnicas de manipulación genética en hon-
gos han prosperado menos que en bacterias. La mutagé-
nesis en hongos es un proceso bastante inespecífico y se
han realizado avances con la fusión de protoplastos a los
efectos de lograr la transferencia de caracteres de interés
asociados al biocontrol de una cepa de hongo a otra.

Figura 4- Colonización de Phytophtora cinnamomi. a) hifa
colonizada por un antagonista, Trichoderma sp. (T), b)

hifas lisadas con bacteria (B) colonizando la superficie de
la hifa

Otros mecanismos

Se han propuesto otras explicaciones de los incremen-
tos en el crecimiento vegetal y la resistencia a enferme-
dades en plantas inoculadas con microorganismos de
biocontrol:

* enzimas líticas extracelulares  que destruyen la inte-
gridad de las paredes de hongos, como quitinasas. Se
ha demostrado que  las hifas de Sclerotium rolfsii pueden
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la selección de cepas son las mismas que para rhizo-
bios.

El nivel de fósforo de los suelos empleados debe ser
similar al de los suelos que van a ser inoculados. Gene-
ralmente se esterilizan los suelos en los ensayos mace-
teros, pero se aconseja incluir un control no esterilizado
para comparar el comportamiento del inóculo con la po-
blación nativa de hongos arbusculares (Sieverding,
1991).

El inóculo:
� esporas colectadas mediante técnicas trabajosas de

tamizado a partir de suelo rizosférico

� raíces colonizadas picadas

� mezcla de suelo con raíces de plantas trampa (sor-
go, cebolla, etc.) inoculadas con esporas, crecidas y lue-
go sometidas a estrés (sequedad) a los efectos de que
el hongo esporule (Anexo práctico).

El cuadro 5 publicado por Frioni, (1990), muestra los re-
sultados de inoculación de plántulas de soja con R. japo-

nicum y una mezcla de esporas, hifas, micelio de hongos
endomicorrícicos Glomus fasciculatus (E3) y Glomus mos-

seae (YV) y de trozos de raíces colonizadas, con distintas
dosis de fosfato de roca y el cuadro 6 informa los resulta-
dos de inoculación de Pinus strobus con hongos ectomi-
corrícicos (Smith y Read, 1997).

La figura 11 (Dommergues et al., 1999) presenta los
resultados de inoculación de una especie de Acacia con
Rhizobium y Glomus mosseae en suelo pobre en P y N

tratado con bromuro de metilo a los efectos de matar a
la población nativa.

Cuadro 5 - Efecto la inoculación con rhizobio y
hongos endomicorrícicos en plantas de soja (media
de 5 repeticiones), nivel  de fosfato de roca 0,12%

Tratamiento Peso seco Peso seco Nº nódulos %
parte aérea raíz (mg) por planta  colonización

 (mg) micorrícica

Testigo 155 60 0 0
rhizobio (Rh) 161 64 6 0
ME3 162 63 0 62
MYV 161 68 0 67
ME3 + Rh 320 117 16 88
MYV + Rh 357 136 16 90

Figura 11- Inoculación de Acacia tortillis en suelo pobre en P
y en N. 1R= inoculadas con rhizobio específico: 1RM=inóculo
doble, con rhizobio y el hongo endomicorrícico, 1RP= plantas

con rhizobio y KH
2
PO

4
 (10mg P.kg suelo

-1
)

Cuadro 6- Crecimiento de plántulas de Pinus strobus ectomicorrizado y minerales absorbidos

Plántulas Peso seco Peso seco N (mg/planta) Fosfato Potasio

planta (mg)  raíces (mg) (mg/planta) (mg/planta)

ectomicorrizadas 404 175 5,00 0,789 2,97

no micorrizadas 331 166 2,45 0,239 1,55
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R. solani. Esta bacteria inoculada en semillas de algodón lo
protegió de la enfermedad conocida como damping-off pro-
ducida por ambos hongos. La aplicación de los antibióticos
a las semillas protegió a la planta de esta enfermedad.

Pero la confirmación de este rol se realiza con el empleo
de mutantes antibiótico negativas, que no protegen a la
planta, mientras que la cepa parenteral si la protege asi
como la mutante complementada con el ADN responsa-
ble de la síntesis del antibiótico.

Otra clase de sustancias antimicrobianas producidas por
bacterias son las bacteriocinas, efectivas contra micro-
organismos estrechamente relacionados (muchas veces
de la misma especie). Uno de las primeras aplicaciones
comerciales para el control biológico de enfermedades de
raíces ha sido el uso de Agrobacterium radiobacter K84

para el control de Agrobacterium tumefaciens causante
de la enfermedad conocida como «agallas de corona»,
mediante la producción de «Agrocina 84», codificada por
un plásmido, cuya transferencia a cepas de A. tumefa-

ciens las convierte en resistentes.

El cuadro 8 muestra los resultados de un experimento de
evaluación del efecto de cepas de pseudomonas sobre
hongos fitopatógenos in-vitro. Se aprecia que la cepa 374
produce inhibición por varios mecanismos simultáneos
además de por sideróforos, mientras que la 429 lo hace
por competencia por el hierro, evidenciado por el levanta-
miento de la inhibición por el agregado del mismo. El cua-
dro 9 muestra el efecto del Fe en el antagonismo entre
bacterias y un hongo. Se vuelve a apreciar la confluencia
de más de un mecanismo de antagonismo.

Cuadro 8- Efecto de Pseudomonas florescens en
el crecimiento de hongos. Inhibición (mm)

cepa 429 cepa 374

-Fe +Fe -Fe +Fe

Botrytis cinerea 2,7 0 15,0 4,0
Cochliobolus sativus 3,8 0  9,5 4,2
C. victoria 6,0 0 4,3 1,0
Fusarium solani 0 0 0 0
Trichoderma hamatum 6,3 0 4,8 3,0
T. harzianum 6,5 0 4,6 1,3

Cuadro 9- Efecto del Fe en el antagonismo que
afecta la germinación de clamidosporas de

Fusarium oxysporum

   Antagonista                                 % germinación

-Fe +Fe

Control 83 94

Pseudomonas 346 10 46

Pseudomonas  NIR 15 50

Enterobacter 12 40

El cuadro 10 presenta los resultados de un ensayo so-
bre actividad antagonista lítica y de antibiosis contra Rhi-

zoctonia solani en suelos supresivos y conductivos para
este patógeno. Se aprecia que el efecto parece deberse
al incremento en hongos totales y entre ellos a un anta-
gonista natural productor de antibióticos.

Cuadro 10- Análisis del efecto antagónico de
bacterias y hongos sobre Rhizoctonia solani en

suelos supresivos y conductivos para el patógeno

Tratamiento %colonias %colonias bacterias hongos Trichoderma
con  líticas  totales  totales  spp

inhibición

Control 15 56 9,0 x 106 1,8 x 104 1,5 x 104

No supresivo   6 57 2,4 x 106 5,3 x 106 2,0 x 102

Supresivo  17 63 2,7 x 106 1,2 x 108 4,0 x 104

Resumen: sobre el control biológico mediado por side-
róforos

� control  in vitro a  bajas concentraciones de Fe+3 y no en
altas

� mayor rendimiento de cultivos en suelos privados de
Fe+3

� agregado de pseudobactina al suelo: supresión enfer-
medades por Phytium y Gaeumanomyces

� mutantes no productoras (sid-) pierden capacidad de
supresión de patógenos en la rizosfera
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                  Ectomicorrizas                        Endomicorrizas A

Aminoácidos

Fosfatasas

P-orgánico

    Pelo
absorbente

Fosfatasas

Resumen: perspectivas y aplicaciones de los distintos ti-
pos de micorrizas

1) Aumento del área de exploración del suelo: por los
filamentos vegetativos extra radicales, cerca de 1.000m
de micelio/m de raíz. Es la principal función de las mi-
corrizas, que de esta manera aumentan la nutrición mi-
neral de los vegetales.

2) Nutrición nitrogenada y fosfatada: el hongo asimila
formas de N que la planta usa mal y pone a disposición
de las mismas aminoácidos, péptidos y proteínas, au-
menta además,  el nivel de nitrógeno mineral absorbi-
do. La planta absorbe más fosfatos gracias a la capaci-
dad de los hongos de usar formas orgánicas y minera-
les del P del suelo (ortofosfato) no asimilables por los
vegetales, acumulan P móvil  (polifosfatos) y lo transfie-
ren enseguida a la planta (figura 12). Presentan fosfa-
tasas.

3) Otros beneficios: producción de fitohormonas (auxi-
nas), aumento de resistencia a estrés hídrico, a toxici-
dad a minerales como aluminio, manganeso, a la aci-
dez, salinidad, protección frente a fitopatógenos.

4) Costo para la planta: estudios con CO
2
 marcado con

C14 demostraron que entre un 20 y 40% de los azúcares
fotoasimilados son usados por el hongo. En las endo-
micorrizas arbusculares, son los arbúsculos los lugar
es de intercambio carbonado entre ambos integrantes.

5) Inoculación: la misma se efectúa en plántulas en vive-
ro. La mayor aplicación se da actualmente en la pro-
ducción forestal, inoculando los plantines con: suelo y
mantillo de bosques establecidos, carpóforos picados,
o inoculantes a base de micelio puro de hongos .ecto-
micorrícicos seleccionados. El efecto de las endomico-
rrizas arbusculares no ha sido aún establecido en la agri-
cultura a gran escala, pero se estima, que su introduc-
ción puede disminuir los niveles de fertilizantes requeri-
dos sobre todo en la fase de establecimiento de los cul-
tivos. La incapacidad de los hongos que forman mico-
rrizas del tipo A de desarrollarse en cultivo puro consti-
tuye la principal limitación en estudios fisiológicos, ge-
néticos, taxonómicos y por supuesto en la preparación
de inoculantes.

6) Micorrizas y plantas micropropagadas: muchas es-
pecies hortícolas y forestales son micropropagadas in-

vitro, en medio con agar y azúcares y luego transplan-
tadas a sustrato adecuado. Esta etapa constituye una
fase de aclimatación y con el fin de evitar estrés hídrico
y nutricional,  se las inocula con hongos endomicorríci-
cos (esporas, plantas trampa micorrizadas y picadas)

7) Producción de hongos comestibles: muchos hon-
gos ectomicorrícicos son también comestibles, de modo
que las fructificaciones de ellos en bosques con espe-
cies inoculadas son cosechadas y aportan otra fuente
de ingreso al productor forestal (Lactarius deliciosus,
trufas, como Suillus luteus, Cantharellus cibarius). Otros
hongos comestibles son saprofitas y algunos hasta pa-
tógenos: Agaricus, Amanita, Tricholome,  por lo que no
ofrecen esta dualidad de empleo: micorrización y co-
mercialización.

A modo de repaso el cuadro 6 compara características
de las ectomicorrizas y las endo del tipo  arbuscular (A) y
en el figura 12 (Duhoux y Nicole, 2004) se compara el
funcionamiento de ambos tipos de micorrizas. Las ecto-
micorrizas excretan enzimas hidrolíticas que le permiten
absorber  formas orgánicas del N y P. La absorción de
formas solubles puede realizarse también a partir de que-
latos (complejos organo minerales). Las hifas de los hon-
gos endomicorrícicos de tipo arbuscular secretan fosfata-
sas. También se mejora la asimilación de ciertos oligoele-
mentos como Cu, Zn.

Figura 12 -  Funcionamiento de ecto y endomicorrizas
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Numerosas bacterias y hongos producen sideróforos,
como Azospirilluam, Rhizobium, etc. y en la selección de
cepas para la preparación de inoculantes se incluye la
producción de sideróforos para favorecer su supremacía
en ambientes con hierro no disponible. Muchos pigmen-
tos fluorescentes aislados de Pseudomonas poseen la
propiedad de complejar el hierro e inhibir a hongos fitopa-
tógenos. La inhibición es revertida por el agregado de hie-
rro. La inoculación de estas bacterias y su sideróforo,
pseudobactina, a suelos conductivos los convierten en
supresivos.

Este suelo revierte a su estado original conductivo por:

� la adición de hierro

� al bajar el pH, debido probablemente a una incrementa-
da disponibilidad del hierro a bajos pH

Amensalismo

Uno de los principales mecanismos de control biológico
es la producción de metabolitos secundarios tóxicos,
como los antibióticos, o toxinas específicas como las
bacteriocinas que actúan sobre hongos patógenos in-
duciendo fungiostasis, inhibiendo la germinación, lisan-
do el micelio o ejerciendo efectos fungicidas. Son molé-
culas orgánicas liberadas por los microorganismos al
ambiente donde pueden perder efectividad a distancia
de las células productoras porque son adsorbidas a los
coloides orgánicos o minerales o son degradadas quí-
mica o biológicamente. La aparición de resistencias en
los patógenos, codificada en general en plásmidos, li-
mita muchas veces su efectividad.

Las pseudomonas fluorescentes han sido consideradas para
el control biológico ya que producen gran número de meta-
bolitos secundarios, (figura 3, a y b), muchos con acción
antimicrobiana (1 a 5 figura 3a). Otras pseudomonas pro-
ducen potentes antibióticos (1 a 5, fig 3b) como tropolone,
bacteriostático y bactericida de amplio rango de bacterias y
también fungicida. Producen también HCN.

Algunas pseudomonas han sido patentadas y se emplean
en inoculantes comerciales:

Figura  3-  Metabolitos secundarios producidos por
pseudomonas fluorescentes

a) 1- fenacinas, 2- indoles, 3- pio compuestos 4-fenilpirroles
5-pterinas b) Antibióticos representativos producidos por
pseudomona: 1-pioleuterina, 2-pirrolnitrina, 3-tropolone, 4-
piocianina, 5- cepacina A

Pseudomonas putida WCS358, seleccionada para papa
que incrementó rendimientos en 13% en el campo. Su
efecto es mayor en rotaciones cortas (unos 3 años). Su
efecto es la producción de sideróforos limitando el hierro
a la microflora deletérea que produce HCN.

Pseudomonas fluorescens 2-79, efectiva en maíz con
enfermedades producidas por Gaeumannomyces grami-

nis var tritici, por sideróforos y antibióticos.

Pseudomonas fluorescens CHAO que produce el side-
róforo pioverdina, ácido salicílico y tres antibióticos, en-
tre ellos pioluteorina

Las condiciones químicas y nutricionales del suelo afec-
tan la producción de los antibióticos: el pH, nutrientes in-
orgánicos, edad del cultivo. En medios de cultivo se ob-
servó que estas sustancias se producen en la segunda
mitad de la fase estacionaria, cuando las fuentes minera-
les se agotan.

La evidencia del rol de estas sustancias en el control bioló-
gico se obtuvo a partir de los trabajos de Howell y Stipano-
vic (1980) quienes aislaron de rizosfera de algodón una cepa
de P. fluorescens antagonista de de Rhizoctonia solani y

Phythium ultimun, que produce dos antibióticos: pioleuto-

rina, activa contra P. ultimum y pirrolnitrina, activa contra
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Cuadro 6  - Características de ecto y
endomicorrizas

Endomicorrizas Ectomicorrizas

Presentes en un 97% Presentes en aprox.3% de fane-
fanerógamas y algunos rógamas, sobretodo forestales
árboles

No visibles a simple vista Visibles macroscópicamente

Estructuras dentro células Manto fúngico, a veces colorea-
 corticales de la raíz: do, red de Hartig; hifas intercelu-
arbúsculos, vesículas, lares, rara vez penetran en las
y esporas células

Forman carpóforos, espo- En general forman carpóforos
ras y/o elementos de visibles (aéreos o hipogeos)
rersistencia en el suelo,
no visibles

Hongos no tabicados Basidiomycotina, Ascomycotina

Zygomycotina  micelio tabicado
(Endogonales)

Aislados de suelo y raíz no Idem, cultivados en medios de
crecen en medios usuales laboratorio a partir de esporas o
de cultivo hifas

Fructifican en presencia del No fructifican en medios de
hospedante laboratorio, salvo excepciones

Inoculación en pequeña y Inoculación con mantillo, esporas
mediana escala con esporas o cultivos de micelio y/o esporas.
o suelo y raíces de plantas Inoculantes comerciales
trampa

Pueden conservarse a baja Pueden conservarse mucho tiem-
temperatura por 1-2 años po en medios artificiales

No se conocen especies Algunas especies comestibles y
venenosas ni comestibles otras altamente venenosas

Requieren al hospedante No lo requieren
para crecer
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Mecanismos en el control biológico

Los antagonismos biológicos se dan por: competencia,
amensalismo, predación, parasitismo (Kapulnik, 1991)
(capítulo  14).

Competencia
Se da por nutrientes (C, N, S, P, Fe, micronutrientes, etc.),
espacio, agua, O

2
, CO

2
, luz, etc. Una colonización agresi-

va por estos antagonistas desplaza especies rizosféricas
deletéreas disminuyendo el riesgo de reducción del creci-
miento vegetal. Se reduce también el inóculo de patóge-
nos del suelo.

Competencia mediada por sideróforos
A pesar de que el hierro es abundante en los suelos,
está muchas veces no disponible para plantas y micro-
organismos ya que su solubilidad es muy baja a pH neu-
tro y alcalino. Muchos microorganismos, sobre todo es-
pecies de Pseudomonas producen sustancias orgánicas
quelantes, de bajo PM (figura 1), con elevada afinidad
por el ion férrico, denominados sideróforos, que son
inducidos por bajas concentraciones de hierro y reprimi-
dos por altas.

Figura  1-    Esquema del sideróforo seudobactina

Estas sustancias favorecen las posibilidades de asimila-
ción de este ión por la bacteria productora en ambientes
de baja disponibilidad, compitiendo con el microorganis-
mo deletéreo o patógeno (figura 2).

Raíz  Célula A
      SID

Metabolismo
energético a
nivel celular

CN-

Fe+++ + SID                 Fe+++ + SID

Asimilación
reducida

Célula B

    CN -

Los pigmentos fluorescentes que permiten identificar a
estas pseudomonas constituyen muchas veces sideró-
foros, como la pioverdina, seudobactina. Una proteí-
na de membrana específica (permeasa) transporta el
compelejo organo-metálico al citoplasma, donde siste-
mas ferrisideróforo-reductasa reducen el hierro y el re-
sultante hierro ferroso es liberado y asimilado por la
planta. El sideróforo queda disponible para reiniciar el
ciclo.

Figura 2- Mecanismo de acción de sideróforos. A-célula
productora de sideróforos, B- célula de microorganismo

deletéreo productor de cianuro. SID- sideróforo

Muchos microorganismos deletéreos producen HCN

(ácido cianhídrico) que inhibe el metabolismo ener-
gético a nivel de la CTE (figura 2). Los microorganis-
mos productores de sideróforos compiten con estos
organismos por el hierro, inhibiendo el efecto deleté-
reo en el cultivo. A pH inferiores a 6,0 el hierro dispo-
nible (ferroso) aumenta y los sideróforos son menos
efectivos.

Para determinar si la producción de estas sustancias es
la causa de la supresión de una enfermedad, se agrega
Fe soluble al sistema suelo-planta: si reaparece la enfer-
medad la competencia por el hierro puede haber sido la
causa de la supresión.

Otra forma de demostrar esto es mediante el empleo
de mutantes sideróforo negativas (sid-) obtenidas con
ayuda de transposonos (Tn5), su inoculación no limita
la enfermedad, pero si lo hace la recombinante con el
segmento de ADN productor del sideróforo aislado de
la cepa salvaje.
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Preguntas de repaso

1) En qué momento de la evolución las plantas necesita-
ron de hongos asociados? Qué ventajas adquirieron?

2) Por qué a las micorrizas se les cataloga también como
parasitismo controlado?

3) Describa en pocas palabras los tipos más frecuentes
de micorrizas

4) Diferencias entre los endosimbiontes fúngicos en las
ecto y endomicorrizas arbusculares

5) Posiblidades de aislamiento y propagación de ellos a
los efectos de obtener inoculantes a base de micelio
puro y seleccionado

6) Por qué los plantines (pino, eucalipto, robles) en los
viveros más tecnificados presentan bajo porcentaje de
micorrización?

7) Formas de incrementar este índice
8) Cómo establecería si los carpóforos dominantes en

bosques establecidos son micorrícicos?
9) Si pudiera escoger hongos ectomicorrícicos entre hon-

gos saprofitas y otros comestibles, cual escogería
como inoculante y por qué?

10)Perspectivas y futuros desafíos en los estudios con
hongos endomicorrícicos arbusculares.
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La evidencia de control biológico se obtuvo en la déca-
da del 80 cuando monocultivos de trigo o cebada infec-
tados con un hongo Gaeumannomyces graminis se tra-
taron con un suelo supresivo para la enfermedad (take-

all), es decir un suelo que no permite el desarrollo de
este patógeno.

Los suelos conductivos (que manifiestan la enfermedad)
se convirtieron en supresivos, sugiriendo la participación
de un factor biológico. En efecto, se encontró mayor nú-
mero de pseudomonas fluorescentes antagonistas del
hongo en la rizosfera de trigo en relación al resto del sue-
lo. Actualmente, numerosas pseudomonas se reconocen
efectivas en el control de esta enfermedad.

El control biológico de enfermedades de raíces se puede
lograr de varias maneras (cuadro 5).

Cuadro 5- Prácticas de control biológico

* Inoculación directa de las bacterias u hongos selecciona-
dos en semillas o trozos de tallos (propagación vegetativa)

* Incorporación en el suelo del vivero

* Control indirecto por cambios culturales que estimulan a
la microflora antagonista nativa

* Control integrado, como inoculación de semillas con el
agente de control biológico y dosis menores del agente
químico

El cuadro 6 presenta algunas de las características que
debe presentar un microorganismo para actuar como un
antagonista ideal de un microorganismo fitopatógeno.

Cuadro 6- Cualidades de un antagonista ideal

* Genéticamente estable
* Efectivo a bajas concentraciones
* Poco exigente en requerimientos nutritivos
* Capaz de sobrevivir en condiciones ambientales adversas
* Eficaz contra amplio rango de patógenos
* Posible de cultivo en medios corrientes
* Mantener el efecto en el tiempo
* Que no produzca efectos secundarios
* Resistente a pesticidas
* No ser patógeno para el hospedero

Un microorganismo efectivo en el control biológico deber
realizar alguna de funciones presentadas en el cuadro 7.

Cuadro 7- Propiedades de un microorganismo
antagonista

* Colonizar rápidamente la zona radical

* Producir antibióticos que antagonicen a los microorganis-
mos patógenos

* Producir compuestos que quelatan al hierro, como los lla-
mados «sideróforos», que hacen menos disponible este
elemento para los patógenos

* Competir por sustratos esenciales para el patógeno

* Competir con el patógeno por los sitios de infección

* Liberar nutrientes asimilables por las plantas (N, P, etc.) y
producir compuestos promotores del crecimiento de las
plantas, como AIA, giberelinas, etc., que favorecen el de-
sarrollo de las plantas

* Moverse hacia zonas adecuadas de la raíz y adherirse a
ella

* Emplear los sustratos disponibles

* Competir con la microflora autóctona

* Multiplicarse sobre la raíz

La habilidad de un organismo para colonizar la rizosfera
del hospedante es uno de los principales requerimien-
tos para el éxito del control biológico de enfermedades
de raíz.

Si se inoculan las semillas, el microorganismo debe
multiplicarse en la espermatósfera antes de estable-
cerse en la radícula emergente. La quimiostasis ayu-
da a desplazarse hacia exudados. La adhesión a la
raíz mediante unión a glicoporteínas, como las lecti-

nas, ha sido reconocida como un paso crítico en la
colonización. Los exudados radicales seleccionan
poblaciones rizosféricas y varían con el ambiente, la
genética y estado de desarrollo de la planta y afectan
la susceptibilidad de los cultivos frente a enfermeda-
des (capítulo 13).
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En este capítulo analizaremos  el manejo de las interac-
ciones benéficas entre los microorganismos y los vegeta-
les a los efectos de disminuir enfermedades en los mis-
mos causadas por microorganismos del suelo. Los mis-
mos criterios se emplean para control de enfermedades
provocadas por integrantes de la fauna (nemátodos, co-
lémbolos), insectos, etc., que escapan a esta revisión.

Los microorganismos del suelo están relacionados con
las plantas y  sus interacciones, como vimos (capítulo 13)
pueden ser benéficas, neutras o perjudiciales.

Los efectos de los microorganismos rizosféricos sobre a
las plantas pueden resumirse en:

Neutros: no afectan el crecimiento

Benéficos: existe creciente evidencia de que la microflo-
ra saprofita de la rizosfera incluye componentes benéfi-
cos que pueden incrementar el crecimiento vegetal y los
rendimientos significativamente

Deletéreos: que pueden afectar negativamente el cre-
cimiento vegetal, sin necesariamente parasitar al teji-
do (alteraciones en el aporte de agua, iones y sustan-
cias promotoras del crecimiento vegetal, cambiando las
funciones y/o limitando el crecimiento de raíces)

Patógenos: disminuyen el rendimiento por producción de
enfermedades: numerosas bacterias, actinomicetes, hon-
gos producen enfermedades que provocan importantes
pérdidas en los cultivos

En el cuadro 1 se ejemplifican algunos de estos efectos y
en el cuadro 2 se señalan algunos de los microorganis-
mos con distintos efectos sobre los vegetales .

17
Microorganismos promotores del

crecimiento vegetal

Cuadro 1 - Efecto de los microorganismos sobre
las plantas

Benéficos FBN, antibiosis, sustancias promoto-
ras, biocontrol, estabilización del suelo,
liberación de nutrientes (mineralización,
solubilización),degradación de fitotóxicos

Neutros o adhesión, liberación de enzimas, compe-
variables tencia, alelopatías, flujo de nutrientes

Perjudiciales fitotoxicidad, infección

Se sabe que la enfermedad está relacionada a complejas
interacciones de tres componentes (triángulo de enfermedad):

Como el suelo cambia menos rápidamente que la atmós-
fera sobre él, los microorganismos están adaptados a este
habitat relativamente estable. Las poblaciones de anta-
gonistas, patógenos y plantas fluctúan dentro de ciertos
límites en respuesta a las interacciones bióticas y abióti-
cas. Ligeros cambios en las condiciones del ambiente
pueden ejercer profundos efectos en poblaciones de pa-
tógenos o antagonistas aislados. Los cambios produci-
dos por la agricultura son en general rápidos, variados y
permiten en poco tiempo recuperar el equilibrio biológico.
Pero el uso intensivo de fertilizantes, pesticidas, irrigación,
labranzas y otras prácticas que tienden a incrementar los

Patógeno

                                  Ambiente y

      Hospedero          antagnistas
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Los tratamientos empleados en el control de estas plagas
incluyen:

Control químico: innumerables sustancias de gran toxi-
cidad se emplean en el tratamiento de enfermedades ve-
getales. Se calculan 500.000 toneladas de agrotóxicos
usadas en el mundo al año, lo que ha despertado gran
inquietud por los efectos laterales  contra los animales y
el hombre, la lenta biodegradación de muchos y su acu-
mulación en aguas y suelos.

Control biológico:  se aprovechan efectos antagonistas
de un microorganismo sobre otro para disminuir o elimi-
nar enfermedades, sobretodo a nivel de raíces, y la ino-
culación de organismos seleccionados resulta una prácti-
ca cada vez más extendida a nivel de vivero. Resulta más
difícil el tratamiento biológico a nivel de hojas, tallos, etc.
Cada día se incrementan las investigaciones en este as-
pecto, ya que los microorganismos no presentan, en ge-
neral, el riesgo de toxicidad de los agroquímicos y los cos-
tos de aplicación son bajos.

Son muy empleados hongos y bacterias contra insectos

plaga de vegetales.

Control integrado: práctica que resulta de la interac-
ción de los anteriores, con el empleo de bajas dosis de
sustancias químicas combinado con inoculantes bioló-
gicos.

Conceptos: existen muchas definiciones del control
biológico, pero en sentido amplio se considera la re-
ducción de la cantidad de un patógeno o de la activi-
dad que produce enfermedad en un vegetal, mediante
el uso de microorganismos, sus enzimas o sus genes.
En sentido más acotado: se refiere a la introducción
artificial de microorganismos antagonistas o sus pro-
ductos o genes en el ambiente para controlar al pató-
geno.

Los procedimientos aplicados pueden variar  (cuadro 3).

Las ventajas y desventajas del control biológico de enfer-
medades en vegetales han sido resumidas por Gould
(1990) y se presentan en el cuadro 4.

Cuadro 3- Mecanismos de control biológico de
enfermedades vegetales

* rotación de cultivos con plantas no susceptibles al pató-
geno o mantener barbechos (sin cultivos)

* aradas, que aceleran el desplazamiento de algunos pató-
genos en los residuos

* empleo de variedades resistentes

* tratamiento del suelo (vapor de agua, solarización, bioci-
das) que cambian la microflora del suelo

* incorporación de compost y otros materiales orgánicos
que estimulan la actividad de antagonistas naturales o
suprimen la actividad del patógeno

* inoculación con microorganismos antagonistas

Cuadro 4- Ventajas y desventajas del control
biológico de fitopatógenos

Ventajas

* Los microorganismos ofrecen mayor seguridad en el uso
en relación a muchos agentes químicos

* No se acumulan en las cadenas alimenticias

* Su persistencia y multiplicación evita repetidas aplica-
ciones

* Raramente desarrollan resistencias como ocurre con
agentes químicos

* Cuando se muestran menos efectivos que una sustan-
cia química, ambos se pueden combinar en las aplica-
ciones

* Los agentes biológicos correctamente preparados y
aplicados no son considerados peligrosos para la eco-
logía

Desventajas

* La variabilidad genética de muchos microorganismos selec-
cionados, obligaría a una selección continua

* La experimentación requerida, que incluye ensayos de
laboratorio, invernáculo y campo

* Las variaciones en los resultados de aplicaciones de cam-
po (efecto de suelos, clima, etc.)

* La necesidad de asegurar su sobrevivencia en los sopor-
tes más empleados en los inoculantes comerciales
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rendimientos han resultado en incrementos en la severi-
dad o incidencia  de enfermedades vegetales. Los mono-
cultivos estimulan ciertas enfermedades que ocurrirían
raramente en ecosistemas no perturbados.

Cuadro 2- Microorganismos con efectos
benéficos, deletéreos y patógenos sobre  plantas

Benéficos
Bacterias fijadoras de N

2
:

� no simbióticos: Azospirillum, Azotobacter, Clostridium,

    Acetobacter

� simbióticos: Rhizobium, Bradyrhizobium, Frankia, Azor-

   hizobium

Rizobacterias estimulantes del crecimiento vegetal

(PGPR en inglés)
� solubilización de Pi
� liberación sustancias estimulantes crecimiento
� mayor absorción de agua y de nutrientes
� antagonistas de patógenos
� degradación de sustancias fitotóxicas

Hongos micorríticos

� ectomicorríticos: Pisolithus, Suillus, Laccaria

� endomicorríticos: Glomus, Acaulospora

Microorganismos empleados en control biológico

� antagonistas de bacterias (Agrobacterium tumefaciens)
� antagonistas de hongos (bacterias, otros hongos)

Microorganismos en la rehabilitación de suelos

� revegetación
� manejo de residuos tóxicos
� solubilización de fosfatos

Técnicas de estimulación de estos microorganismos

� manejo de residuos (abonos, pajas)
� inoculación

Deletéreos
Asociados al mantillo

� inmovilizantes del N
� síntesis de sustancias tóxicas (ácidos orgánicos,
    toxinas)

Rizobacterias

� reductoras de S, Fe, Mn
� antagonistas de microorganismos promotores

Patógenos
� bacterias
� hongos
� los virus (entidades biológicas)

La ocurrencia de una enfermedad en vegetales indica que
alguno de las siguientes condiciones coexisten (Graham
y Mitchell, 1998):

� El patógeno es altamente virulento o está presente en
alta densidad

� Las condiciones abióticas del ambiente son más favo-
rables  para el patógeno que para el hospedante o el
antagonista

� El hospedante vegetal es genéticamente homogéneo,
altamente susceptible y extensivamente sembrado

� El antagonista está ausente o lo está en bajo número
por falta de condiciones favorables o por inhibición por
otros microorganismos

El equilibrio biológico en situaciones de enfermedades
vegetales puede manipularse a través del uso integrado
de controladores químicos, como los fungicidas, bacteri-
cidas, nematomicidas, controles culturales, como las ro-
taciones de cultivos, enmiendas orgánicas y mediante
métodos de control biológico, como los que incrementan
la resistencia natural de los cultivos o mediante la intro-
ducción por inoculación de microorganismos antagonis-
tas de los patógenos.

El control biológico es de más reciente adopción y sólo
representa una fracción muy baja (2-10%) del control
químico, opera más lentamente, pero es más seguro,
no contaminante y de larga duración en relación a los
anteriores.

Promoción directa del crecimiento vegetal

Las rizobacterias benéficas que promueven el desa-
rrollo vegetal se designaron como rizobacterias pro-

motoras del crecimiento vegetal (PGPR, plant

growing promoting rhizobacteria) y son extensamente
estudiadas por sus efectos benéficos en rendimientos
de importantes cultivos (Schippers et al., 1987). Ha-
blaremos de microorganismos promotores del cre-

cimiento vegetal (MPCV), para incluir a otros grupos,
como los hongos.
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Los microorganismos benéficos afectan el desarrollo
vegetal por:

� aumento de la disponibilidad y toma de nutrientes
minerales

� provisión de sustancias promotoras del crecimiento

� supresión de microorganismos deletéreos o patógenos
en la rizosfera

Las características de un microorganismo promotor
del crecimiento vegetal (MPCV) se resumen en el cua-
dro 3.

Cuadro 3- Cualidades de microorganismos
promotores del crecimiento vegetal

* Desarrollo en la rizosfera, deben tener la capacidad
de colonizar activamente la rizósfera y el rizoplano

* Sobrevivir a la inoculación sobre las semillas, en el
suelo, en la espermatósfera en respuesta a exuda-
dos radicales

* Activos competidores, para persistir deben encon-
trarse en valores altos (103-106 ufc/g raíz fresca). Son
sobretodo bacterias y hongos

* Gram negativos, como Pseudomonas flouorecens,

Pseudomonas no fluorescentes, Azospirillum,
miembros de las Enterobacteriaceae: Enterobac-

ter agglomerans, E. cloacae, Erwinia herbicola,

Serratia marcens

* Gram positivos, como Arthrobacter y Bacillus: B.

cereus,B. subtilis, etc. Otros microorganismos:
Streptomyces, hongos: Alternaria,, Trichoderma,

Aspergillus, Fusarium, Cladosporium, etc.

* Rápida colonización por: alta velocidad de creci-
miento, movilidad que le permita acceder a nutrien-
tes, quimiostasis (desplazamiento hacia exudados
radicales)

Mecanismos de acción
1. Producción de sustancias estimulantes del creci-

miento vegetal. En medios de cultivo se ha verificado
la producción de sustancias del tipo de las fitohormo-

nas; auxinas, giberelinas, citoquininas. El ácido indol
acético (AIA) a bajas concentraciones promueve la elon-
gación radical e incrementa las ramificaciones laterales
(aumenta el área radical), mientras que mayores con-
centraciones pueden resultar inhibitorias. Algunos au-
tores relacionan la producción de AIA con aumentos en
la permeabilidad celular con consiguiente incremento
en la exudación radical. Se han logrado los mismos efec-
tos con la adición de giberelinas o AIA que con la inocu-
lación con diazotrofos, como por ejemplo, Azospirillum,

evidenciando que el efecto en los incrementos de los
rendimientos se deben principalmente a estas sustan-
cias (Fulchieri, 1992).

2. Incrementos en la capacidad de absorción de agua

y minerales. Los MPCV aumentan la disponibilidad de
nutrientes poco móviles (fosfatos) y su absorción por la
planta. Los microorganismos solublizadores de fósforo
como Bacillus megaterium, B. fluorescens son capaces
de mineralizar P orgánico (fosfatasas) o solubilizar el P
inorgánico por producción de ácidos (capítulos 12 y 16).
Los procesos de oxido-reducción ponen a disposición
de los vegetales nutrientes solubles asimilables (nitra-
tos, sulfatos, sales ferrosas, etc.) (capítulos  10 y 12).

La inoculación con diazotrofos como Azospirillum y la sim-
biosis con hongos ecto y endomicorríticos producen es-
tos efectos.

3. Estimulación de la germinación y emergencia

 Se verificó la producción de sustancias de tipo fenoles
como las quinonas por Pseudomonas estimulan la ger-
minación de semillas y la emergencia de plántulas.

Mecanismos de acción indirecta

Control biológico
Los microorganismos deletéreos y fitopatógenos causan
serios deterioros en frutas, hortalizas, plantas ornamen-
tales y pérdidas económicas. Ocurren severas enferme-
dades a nivel de hojas, frutos, tallos, raíces.
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rendimientos han resultado en incrementos en la severi-
dad o incidencia  de enfermedades vegetales. Los mono-
cultivos estimulan ciertas enfermedades que ocurrirían
raramente en ecosistemas no perturbados.

Cuadro 2- Microorganismos con efectos
benéficos, deletéreos y patógenos sobre  plantas

Benéficos
Bacterias fijadoras de N

2
:

� no simbióticos: Azospirillum, Azotobacter, Clostridium,

    Acetobacter

� simbióticos: Rhizobium, Bradyrhizobium, Frankia, Azor-

   hizobium

Rizobacterias estimulantes del crecimiento vegetal

(PGPR en inglés)
� solubilización de Pi
� liberación sustancias estimulantes crecimiento
� mayor absorción de agua y de nutrientes
� antagonistas de patógenos
� degradación de sustancias fitotóxicas

Hongos micorríticos

� ectomicorríticos: Pisolithus, Suillus, Laccaria

� endomicorríticos: Glomus, Acaulospora

Microorganismos empleados en control biológico

� antagonistas de bacterias (Agrobacterium tumefaciens)
� antagonistas de hongos (bacterias, otros hongos)

Microorganismos en la rehabilitación de suelos

� revegetación
� manejo de residuos tóxicos
� solubilización de fosfatos

Técnicas de estimulación de estos microorganismos

� manejo de residuos (abonos, pajas)
� inoculación

Deletéreos
Asociados al mantillo

� inmovilizantes del N
� síntesis de sustancias tóxicas (ácidos orgánicos,
    toxinas)

Rizobacterias

� reductoras de S, Fe, Mn
� antagonistas de microorganismos promotores

Patógenos
� bacterias
� hongos
� los virus (entidades biológicas)

La ocurrencia de una enfermedad en vegetales indica que
alguno de las siguientes condiciones coexisten (Graham
y Mitchell, 1998):

� El patógeno es altamente virulento o está presente en
alta densidad

� Las condiciones abióticas del ambiente son más favo-
rables  para el patógeno que para el hospedante o el
antagonista

� El hospedante vegetal es genéticamente homogéneo,
altamente susceptible y extensivamente sembrado

� El antagonista está ausente o lo está en bajo número
por falta de condiciones favorables o por inhibición por
otros microorganismos

El equilibrio biológico en situaciones de enfermedades
vegetales puede manipularse a través del uso integrado
de controladores químicos, como los fungicidas, bacteri-
cidas, nematomicidas, controles culturales, como las ro-
taciones de cultivos, enmiendas orgánicas y mediante
métodos de control biológico, como los que incrementan
la resistencia natural de los cultivos o mediante la intro-
ducción por inoculación de microorganismos antagonis-
tas de los patógenos.

El control biológico es de más reciente adopción y sólo
representa una fracción muy baja (2-10%) del control
químico, opera más lentamente, pero es más seguro,
no contaminante y de larga duración en relación a los
anteriores.

Promoción directa del crecimiento vegetal

Las rizobacterias benéficas que promueven el desa-
rrollo vegetal se designaron como rizobacterias pro-

motoras del crecimiento vegetal (PGPR, plant

growing promoting rhizobacteria) y son extensamente
estudiadas por sus efectos benéficos en rendimientos
de importantes cultivos (Schippers et al., 1987). Ha-
blaremos de microorganismos promotores del cre-

cimiento vegetal (MPCV), para incluir a otros grupos,
como los hongos.
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Los microorganismos benéficos afectan el desarrollo
vegetal por:

� aumento de la disponibilidad y toma de nutrientes
minerales

� provisión de sustancias promotoras del crecimiento

� supresión de microorganismos deletéreos o patógenos
en la rizosfera

Las características de un microorganismo promotor
del crecimiento vegetal (MPCV) se resumen en el cua-
dro 3.

Cuadro 3- Cualidades de microorganismos
promotores del crecimiento vegetal

* Desarrollo en la rizosfera, deben tener la capacidad
de colonizar activamente la rizósfera y el rizoplano

* Sobrevivir a la inoculación sobre las semillas, en el
suelo, en la espermatósfera en respuesta a exuda-
dos radicales

* Activos competidores, para persistir deben encon-
trarse en valores altos (103-106 ufc/g raíz fresca). Son
sobretodo bacterias y hongos

* Gram negativos, como Pseudomonas flouorecens,

Pseudomonas no fluorescentes, Azospirillum,
miembros de las Enterobacteriaceae: Enterobac-

ter agglomerans, E. cloacae, Erwinia herbicola,

Serratia marcens

* Gram positivos, como Arthrobacter y Bacillus: B.

cereus,B. subtilis, etc. Otros microorganismos:
Streptomyces, hongos: Alternaria,, Trichoderma,

Aspergillus, Fusarium, Cladosporium, etc.

* Rápida colonización por: alta velocidad de creci-
miento, movilidad que le permita acceder a nutrien-
tes, quimiostasis (desplazamiento hacia exudados
radicales)

Mecanismos de acción
1. Producción de sustancias estimulantes del creci-

miento vegetal. En medios de cultivo se ha verificado
la producción de sustancias del tipo de las fitohormo-

nas; auxinas, giberelinas, citoquininas. El ácido indol
acético (AIA) a bajas concentraciones promueve la elon-
gación radical e incrementa las ramificaciones laterales
(aumenta el área radical), mientras que mayores con-
centraciones pueden resultar inhibitorias. Algunos au-
tores relacionan la producción de AIA con aumentos en
la permeabilidad celular con consiguiente incremento
en la exudación radical. Se han logrado los mismos efec-
tos con la adición de giberelinas o AIA que con la inocu-
lación con diazotrofos, como por ejemplo, Azospirillum,

evidenciando que el efecto en los incrementos de los
rendimientos se deben principalmente a estas sustan-
cias (Fulchieri, 1992).

2. Incrementos en la capacidad de absorción de agua

y minerales. Los MPCV aumentan la disponibilidad de
nutrientes poco móviles (fosfatos) y su absorción por la
planta. Los microorganismos solublizadores de fósforo
como Bacillus megaterium, B. fluorescens son capaces
de mineralizar P orgánico (fosfatasas) o solubilizar el P
inorgánico por producción de ácidos (capítulos 12 y 16).
Los procesos de oxido-reducción ponen a disposición
de los vegetales nutrientes solubles asimilables (nitra-
tos, sulfatos, sales ferrosas, etc.) (capítulos  10 y 12).

La inoculación con diazotrofos como Azospirillum y la sim-
biosis con hongos ecto y endomicorríticos producen es-
tos efectos.

3. Estimulación de la germinación y emergencia

 Se verificó la producción de sustancias de tipo fenoles
como las quinonas por Pseudomonas estimulan la ger-
minación de semillas y la emergencia de plántulas.

Mecanismos de acción indirecta

Control biológico
Los microorganismos deletéreos y fitopatógenos causan
serios deterioros en frutas, hortalizas, plantas ornamen-
tales y pérdidas económicas. Ocurren severas enferme-
dades a nivel de hojas, frutos, tallos, raíces.
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En este capítulo analizaremos  el manejo de las interac-
ciones benéficas entre los microorganismos y los vegeta-
les a los efectos de disminuir enfermedades en los mis-
mos causadas por microorganismos del suelo. Los mis-
mos criterios se emplean para control de enfermedades
provocadas por integrantes de la fauna (nemátodos, co-
lémbolos), insectos, etc., que escapan a esta revisión.

Los microorganismos del suelo están relacionados con
las plantas y  sus interacciones, como vimos (capítulo 13)
pueden ser benéficas, neutras o perjudiciales.

Los efectos de los microorganismos rizosféricos sobre a
las plantas pueden resumirse en:

Neutros: no afectan el crecimiento

Benéficos: existe creciente evidencia de que la microflo-
ra saprofita de la rizosfera incluye componentes benéfi-
cos que pueden incrementar el crecimiento vegetal y los
rendimientos significativamente

Deletéreos: que pueden afectar negativamente el cre-
cimiento vegetal, sin necesariamente parasitar al teji-
do (alteraciones en el aporte de agua, iones y sustan-
cias promotoras del crecimiento vegetal, cambiando las
funciones y/o limitando el crecimiento de raíces)

Patógenos: disminuyen el rendimiento por producción de
enfermedades: numerosas bacterias, actinomicetes, hon-
gos producen enfermedades que provocan importantes
pérdidas en los cultivos

En el cuadro 1 se ejemplifican algunos de estos efectos y
en el cuadro 2 se señalan algunos de los microorganis-
mos con distintos efectos sobre los vegetales .

17
Microorganismos promotores del

crecimiento vegetal

Cuadro 1 - Efecto de los microorganismos sobre
las plantas

Benéficos FBN, antibiosis, sustancias promoto-
ras, biocontrol, estabilización del suelo,
liberación de nutrientes (mineralización,
solubilización),degradación de fitotóxicos

Neutros o adhesión, liberación de enzimas, compe-
variables tencia, alelopatías, flujo de nutrientes

Perjudiciales fitotoxicidad, infección

Se sabe que la enfermedad está relacionada a complejas
interacciones de tres componentes (triángulo de enfermedad):

Como el suelo cambia menos rápidamente que la atmós-
fera sobre él, los microorganismos están adaptados a este
habitat relativamente estable. Las poblaciones de anta-
gonistas, patógenos y plantas fluctúan dentro de ciertos
límites en respuesta a las interacciones bióticas y abióti-
cas. Ligeros cambios en las condiciones del ambiente
pueden ejercer profundos efectos en poblaciones de pa-
tógenos o antagonistas aislados. Los cambios produci-
dos por la agricultura son en general rápidos, variados y
permiten en poco tiempo recuperar el equilibrio biológico.
Pero el uso intensivo de fertilizantes, pesticidas, irrigación,
labranzas y otras prácticas que tienden a incrementar los

Patógeno

                                  Ambiente y

      Hospedero          antagnistas
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Los tratamientos empleados en el control de estas plagas
incluyen:

Control químico: innumerables sustancias de gran toxi-
cidad se emplean en el tratamiento de enfermedades ve-
getales. Se calculan 500.000 toneladas de agrotóxicos
usadas en el mundo al año, lo que ha despertado gran
inquietud por los efectos laterales  contra los animales y
el hombre, la lenta biodegradación de muchos y su acu-
mulación en aguas y suelos.

Control biológico:  se aprovechan efectos antagonistas
de un microorganismo sobre otro para disminuir o elimi-
nar enfermedades, sobretodo a nivel de raíces, y la ino-
culación de organismos seleccionados resulta una prácti-
ca cada vez más extendida a nivel de vivero. Resulta más
difícil el tratamiento biológico a nivel de hojas, tallos, etc.
Cada día se incrementan las investigaciones en este as-
pecto, ya que los microorganismos no presentan, en ge-
neral, el riesgo de toxicidad de los agroquímicos y los cos-
tos de aplicación son bajos.

Son muy empleados hongos y bacterias contra insectos

plaga de vegetales.

Control integrado: práctica que resulta de la interac-
ción de los anteriores, con el empleo de bajas dosis de
sustancias químicas combinado con inoculantes bioló-
gicos.

Conceptos: existen muchas definiciones del control
biológico, pero en sentido amplio se considera la re-
ducción de la cantidad de un patógeno o de la activi-
dad que produce enfermedad en un vegetal, mediante
el uso de microorganismos, sus enzimas o sus genes.
En sentido más acotado: se refiere a la introducción
artificial de microorganismos antagonistas o sus pro-
ductos o genes en el ambiente para controlar al pató-
geno.

Los procedimientos aplicados pueden variar  (cuadro 3).

Las ventajas y desventajas del control biológico de enfer-
medades en vegetales han sido resumidas por Gould
(1990) y se presentan en el cuadro 4.

Cuadro 3- Mecanismos de control biológico de
enfermedades vegetales

* rotación de cultivos con plantas no susceptibles al pató-
geno o mantener barbechos (sin cultivos)

* aradas, que aceleran el desplazamiento de algunos pató-
genos en los residuos

* empleo de variedades resistentes

* tratamiento del suelo (vapor de agua, solarización, bioci-
das) que cambian la microflora del suelo

* incorporación de compost y otros materiales orgánicos
que estimulan la actividad de antagonistas naturales o
suprimen la actividad del patógeno

* inoculación con microorganismos antagonistas

Cuadro 4- Ventajas y desventajas del control
biológico de fitopatógenos

Ventajas

* Los microorganismos ofrecen mayor seguridad en el uso
en relación a muchos agentes químicos

* No se acumulan en las cadenas alimenticias

* Su persistencia y multiplicación evita repetidas aplica-
ciones

* Raramente desarrollan resistencias como ocurre con
agentes químicos

* Cuando se muestran menos efectivos que una sustan-
cia química, ambos se pueden combinar en las aplica-
ciones

* Los agentes biológicos correctamente preparados y
aplicados no son considerados peligrosos para la eco-
logía

Desventajas

* La variabilidad genética de muchos microorganismos selec-
cionados, obligaría a una selección continua

* La experimentación requerida, que incluye ensayos de
laboratorio, invernáculo y campo

* Las variaciones en los resultados de aplicaciones de cam-
po (efecto de suelos, clima, etc.)

* La necesidad de asegurar su sobrevivencia en los sopor-
tes más empleados en los inoculantes comerciales
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Preguntas de repaso

1) En qué momento de la evolución las plantas necesita-
ron de hongos asociados? Qué ventajas adquirieron?

2) Por qué a las micorrizas se les cataloga también como
parasitismo controlado?

3) Describa en pocas palabras los tipos más frecuentes
de micorrizas

4) Diferencias entre los endosimbiontes fúngicos en las
ecto y endomicorrizas arbusculares

5) Posiblidades de aislamiento y propagación de ellos a
los efectos de obtener inoculantes a base de micelio
puro y seleccionado

6) Por qué los plantines (pino, eucalipto, robles) en los
viveros más tecnificados presentan bajo porcentaje de
micorrización?

7) Formas de incrementar este índice
8) Cómo establecería si los carpóforos dominantes en

bosques establecidos son micorrícicos?
9) Si pudiera escoger hongos ectomicorrícicos entre hon-

gos saprofitas y otros comestibles, cual escogería
como inoculante y por qué?

10)Perspectivas y futuros desafíos en los estudios con
hongos endomicorrícicos arbusculares.
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La evidencia de control biológico se obtuvo en la déca-
da del 80 cuando monocultivos de trigo o cebada infec-
tados con un hongo Gaeumannomyces graminis se tra-
taron con un suelo supresivo para la enfermedad (take-

all), es decir un suelo que no permite el desarrollo de
este patógeno.

Los suelos conductivos (que manifiestan la enfermedad)
se convirtieron en supresivos, sugiriendo la participación
de un factor biológico. En efecto, se encontró mayor nú-
mero de pseudomonas fluorescentes antagonistas del
hongo en la rizosfera de trigo en relación al resto del sue-
lo. Actualmente, numerosas pseudomonas se reconocen
efectivas en el control de esta enfermedad.

El control biológico de enfermedades de raíces se puede
lograr de varias maneras (cuadro 5).

Cuadro 5- Prácticas de control biológico

* Inoculación directa de las bacterias u hongos selecciona-
dos en semillas o trozos de tallos (propagación vegetativa)

* Incorporación en el suelo del vivero

* Control indirecto por cambios culturales que estimulan a
la microflora antagonista nativa

* Control integrado, como inoculación de semillas con el
agente de control biológico y dosis menores del agente
químico

El cuadro 6 presenta algunas de las características que
debe presentar un microorganismo para actuar como un
antagonista ideal de un microorganismo fitopatógeno.

Cuadro 6- Cualidades de un antagonista ideal

* Genéticamente estable
* Efectivo a bajas concentraciones
* Poco exigente en requerimientos nutritivos
* Capaz de sobrevivir en condiciones ambientales adversas
* Eficaz contra amplio rango de patógenos
* Posible de cultivo en medios corrientes
* Mantener el efecto en el tiempo
* Que no produzca efectos secundarios
* Resistente a pesticidas
* No ser patógeno para el hospedero

Un microorganismo efectivo en el control biológico deber
realizar alguna de funciones presentadas en el cuadro 7.

Cuadro 7- Propiedades de un microorganismo
antagonista

* Colonizar rápidamente la zona radical

* Producir antibióticos que antagonicen a los microorganis-
mos patógenos

* Producir compuestos que quelatan al hierro, como los lla-
mados «sideróforos», que hacen menos disponible este
elemento para los patógenos

* Competir por sustratos esenciales para el patógeno

* Competir con el patógeno por los sitios de infección

* Liberar nutrientes asimilables por las plantas (N, P, etc.) y
producir compuestos promotores del crecimiento de las
plantas, como AIA, giberelinas, etc., que favorecen el de-
sarrollo de las plantas

* Moverse hacia zonas adecuadas de la raíz y adherirse a
ella

* Emplear los sustratos disponibles

* Competir con la microflora autóctona

* Multiplicarse sobre la raíz

La habilidad de un organismo para colonizar la rizosfera
del hospedante es uno de los principales requerimien-
tos para el éxito del control biológico de enfermedades
de raíz.

Si se inoculan las semillas, el microorganismo debe
multiplicarse en la espermatósfera antes de estable-
cerse en la radícula emergente. La quimiostasis ayu-
da a desplazarse hacia exudados. La adhesión a la
raíz mediante unión a glicoporteínas, como las lecti-

nas, ha sido reconocida como un paso crítico en la
colonización. Los exudados radicales seleccionan
poblaciones rizosféricas y varían con el ambiente, la
genética y estado de desarrollo de la planta y afectan
la susceptibilidad de los cultivos frente a enfermeda-
des (capítulo 13).
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Cuadro 6  - Características de ecto y
endomicorrizas

Endomicorrizas Ectomicorrizas

Presentes en un 97% Presentes en aprox.3% de fane-
fanerógamas y algunos rógamas, sobretodo forestales
árboles

No visibles a simple vista Visibles macroscópicamente

Estructuras dentro células Manto fúngico, a veces colorea-
 corticales de la raíz: do, red de Hartig; hifas intercelu-
arbúsculos, vesículas, lares, rara vez penetran en las
y esporas células

Forman carpóforos, espo- En general forman carpóforos
ras y/o elementos de visibles (aéreos o hipogeos)
rersistencia en el suelo,
no visibles

Hongos no tabicados Basidiomycotina, Ascomycotina

Zygomycotina  micelio tabicado
(Endogonales)

Aislados de suelo y raíz no Idem, cultivados en medios de
crecen en medios usuales laboratorio a partir de esporas o
de cultivo hifas

Fructifican en presencia del No fructifican en medios de
hospedante laboratorio, salvo excepciones

Inoculación en pequeña y Inoculación con mantillo, esporas
mediana escala con esporas o cultivos de micelio y/o esporas.
o suelo y raíces de plantas Inoculantes comerciales
trampa

Pueden conservarse a baja Pueden conservarse mucho tiem-
temperatura por 1-2 años po en medios artificiales

No se conocen especies Algunas especies comestibles y
venenosas ni comestibles otras altamente venenosas

Requieren al hospedante No lo requieren
para crecer
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Mecanismos en el control biológico

Los antagonismos biológicos se dan por: competencia,
amensalismo, predación, parasitismo (Kapulnik, 1991)
(capítulo  14).

Competencia
Se da por nutrientes (C, N, S, P, Fe, micronutrientes, etc.),
espacio, agua, O

2
, CO

2
, luz, etc. Una colonización agresi-

va por estos antagonistas desplaza especies rizosféricas
deletéreas disminuyendo el riesgo de reducción del creci-
miento vegetal. Se reduce también el inóculo de patóge-
nos del suelo.

Competencia mediada por sideróforos
A pesar de que el hierro es abundante en los suelos,
está muchas veces no disponible para plantas y micro-
organismos ya que su solubilidad es muy baja a pH neu-
tro y alcalino. Muchos microorganismos, sobre todo es-
pecies de Pseudomonas producen sustancias orgánicas
quelantes, de bajo PM (figura 1), con elevada afinidad
por el ion férrico, denominados sideróforos, que son
inducidos por bajas concentraciones de hierro y reprimi-
dos por altas.

Figura  1-    Esquema del sideróforo seudobactina

Estas sustancias favorecen las posibilidades de asimila-
ción de este ión por la bacteria productora en ambientes
de baja disponibilidad, compitiendo con el microorganis-
mo deletéreo o patógeno (figura 2).

Raíz  Célula A
      SID

Metabolismo
energético a
nivel celular

CN-

Fe+++ + SID                 Fe+++ + SID

Asimilación
reducida

Célula B

    CN -

Los pigmentos fluorescentes que permiten identificar a
estas pseudomonas constituyen muchas veces sideró-
foros, como la pioverdina, seudobactina. Una proteí-
na de membrana específica (permeasa) transporta el
compelejo organo-metálico al citoplasma, donde siste-
mas ferrisideróforo-reductasa reducen el hierro y el re-
sultante hierro ferroso es liberado y asimilado por la
planta. El sideróforo queda disponible para reiniciar el
ciclo.

Figura 2- Mecanismo de acción de sideróforos. A-célula
productora de sideróforos, B- célula de microorganismo

deletéreo productor de cianuro. SID- sideróforo

Muchos microorganismos deletéreos producen HCN

(ácido cianhídrico) que inhibe el metabolismo ener-
gético a nivel de la CTE (figura 2). Los microorganis-
mos productores de sideróforos compiten con estos
organismos por el hierro, inhibiendo el efecto deleté-
reo en el cultivo. A pH inferiores a 6,0 el hierro dispo-
nible (ferroso) aumenta y los sideróforos son menos
efectivos.

Para determinar si la producción de estas sustancias es
la causa de la supresión de una enfermedad, se agrega
Fe soluble al sistema suelo-planta: si reaparece la enfer-
medad la competencia por el hierro puede haber sido la
causa de la supresión.

Otra forma de demostrar esto es mediante el empleo
de mutantes sideróforo negativas (sid-) obtenidas con
ayuda de transposonos (Tn5), su inoculación no limita
la enfermedad, pero si lo hace la recombinante con el
segmento de ADN productor del sideróforo aislado de
la cepa salvaje.



Lillian Frioni306

                  Ectomicorrizas                        Endomicorrizas A

Aminoácidos

Fosfatasas

P-orgánico

    Pelo
absorbente

Fosfatasas

Resumen: perspectivas y aplicaciones de los distintos ti-
pos de micorrizas

1) Aumento del área de exploración del suelo: por los
filamentos vegetativos extra radicales, cerca de 1.000m
de micelio/m de raíz. Es la principal función de las mi-
corrizas, que de esta manera aumentan la nutrición mi-
neral de los vegetales.

2) Nutrición nitrogenada y fosfatada: el hongo asimila
formas de N que la planta usa mal y pone a disposición
de las mismas aminoácidos, péptidos y proteínas, au-
menta además,  el nivel de nitrógeno mineral absorbi-
do. La planta absorbe más fosfatos gracias a la capaci-
dad de los hongos de usar formas orgánicas y minera-
les del P del suelo (ortofosfato) no asimilables por los
vegetales, acumulan P móvil  (polifosfatos) y lo transfie-
ren enseguida a la planta (figura 12). Presentan fosfa-
tasas.

3) Otros beneficios: producción de fitohormonas (auxi-
nas), aumento de resistencia a estrés hídrico, a toxici-
dad a minerales como aluminio, manganeso, a la aci-
dez, salinidad, protección frente a fitopatógenos.

4) Costo para la planta: estudios con CO
2
 marcado con

C14 demostraron que entre un 20 y 40% de los azúcares
fotoasimilados son usados por el hongo. En las endo-
micorrizas arbusculares, son los arbúsculos los lugar
es de intercambio carbonado entre ambos integrantes.

5) Inoculación: la misma se efectúa en plántulas en vive-
ro. La mayor aplicación se da actualmente en la pro-
ducción forestal, inoculando los plantines con: suelo y
mantillo de bosques establecidos, carpóforos picados,
o inoculantes a base de micelio puro de hongos .ecto-
micorrícicos seleccionados. El efecto de las endomico-
rrizas arbusculares no ha sido aún establecido en la agri-
cultura a gran escala, pero se estima, que su introduc-
ción puede disminuir los niveles de fertilizantes requeri-
dos sobre todo en la fase de establecimiento de los cul-
tivos. La incapacidad de los hongos que forman mico-
rrizas del tipo A de desarrollarse en cultivo puro consti-
tuye la principal limitación en estudios fisiológicos, ge-
néticos, taxonómicos y por supuesto en la preparación
de inoculantes.

6) Micorrizas y plantas micropropagadas: muchas es-
pecies hortícolas y forestales son micropropagadas in-

vitro, en medio con agar y azúcares y luego transplan-
tadas a sustrato adecuado. Esta etapa constituye una
fase de aclimatación y con el fin de evitar estrés hídrico
y nutricional,  se las inocula con hongos endomicorríci-
cos (esporas, plantas trampa micorrizadas y picadas)

7) Producción de hongos comestibles: muchos hon-
gos ectomicorrícicos son también comestibles, de modo
que las fructificaciones de ellos en bosques con espe-
cies inoculadas son cosechadas y aportan otra fuente
de ingreso al productor forestal (Lactarius deliciosus,
trufas, como Suillus luteus, Cantharellus cibarius). Otros
hongos comestibles son saprofitas y algunos hasta pa-
tógenos: Agaricus, Amanita, Tricholome,  por lo que no
ofrecen esta dualidad de empleo: micorrización y co-
mercialización.

A modo de repaso el cuadro 6 compara características
de las ectomicorrizas y las endo del tipo  arbuscular (A) y
en el figura 12 (Duhoux y Nicole, 2004) se compara el
funcionamiento de ambos tipos de micorrizas. Las ecto-
micorrizas excretan enzimas hidrolíticas que le permiten
absorber  formas orgánicas del N y P. La absorción de
formas solubles puede realizarse también a partir de que-
latos (complejos organo minerales). Las hifas de los hon-
gos endomicorrícicos de tipo arbuscular secretan fosfata-
sas. También se mejora la asimilación de ciertos oligoele-
mentos como Cu, Zn.

Figura 12 -  Funcionamiento de ecto y endomicorrizas
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Numerosas bacterias y hongos producen sideróforos,
como Azospirilluam, Rhizobium, etc. y en la selección de
cepas para la preparación de inoculantes se incluye la
producción de sideróforos para favorecer su supremacía
en ambientes con hierro no disponible. Muchos pigmen-
tos fluorescentes aislados de Pseudomonas poseen la
propiedad de complejar el hierro e inhibir a hongos fitopa-
tógenos. La inhibición es revertida por el agregado de hie-
rro. La inoculación de estas bacterias y su sideróforo,
pseudobactina, a suelos conductivos los convierten en
supresivos.

Este suelo revierte a su estado original conductivo por:

� la adición de hierro

� al bajar el pH, debido probablemente a una incrementa-
da disponibilidad del hierro a bajos pH

Amensalismo

Uno de los principales mecanismos de control biológico
es la producción de metabolitos secundarios tóxicos,
como los antibióticos, o toxinas específicas como las
bacteriocinas que actúan sobre hongos patógenos in-
duciendo fungiostasis, inhibiendo la germinación, lisan-
do el micelio o ejerciendo efectos fungicidas. Son molé-
culas orgánicas liberadas por los microorganismos al
ambiente donde pueden perder efectividad a distancia
de las células productoras porque son adsorbidas a los
coloides orgánicos o minerales o son degradadas quí-
mica o biológicamente. La aparición de resistencias en
los patógenos, codificada en general en plásmidos, li-
mita muchas veces su efectividad.

Las pseudomonas fluorescentes han sido consideradas para
el control biológico ya que producen gran número de meta-
bolitos secundarios, (figura 3, a y b), muchos con acción
antimicrobiana (1 a 5 figura 3a). Otras pseudomonas pro-
ducen potentes antibióticos (1 a 5, fig 3b) como tropolone,
bacteriostático y bactericida de amplio rango de bacterias y
también fungicida. Producen también HCN.

Algunas pseudomonas han sido patentadas y se emplean
en inoculantes comerciales:

Figura  3-  Metabolitos secundarios producidos por
pseudomonas fluorescentes

a) 1- fenacinas, 2- indoles, 3- pio compuestos 4-fenilpirroles
5-pterinas b) Antibióticos representativos producidos por
pseudomona: 1-pioleuterina, 2-pirrolnitrina, 3-tropolone, 4-
piocianina, 5- cepacina A

Pseudomonas putida WCS358, seleccionada para papa
que incrementó rendimientos en 13% en el campo. Su
efecto es mayor en rotaciones cortas (unos 3 años). Su
efecto es la producción de sideróforos limitando el hierro
a la microflora deletérea que produce HCN.

Pseudomonas fluorescens 2-79, efectiva en maíz con
enfermedades producidas por Gaeumannomyces grami-

nis var tritici, por sideróforos y antibióticos.

Pseudomonas fluorescens CHAO que produce el side-
róforo pioverdina, ácido salicílico y tres antibióticos, en-
tre ellos pioluteorina

Las condiciones químicas y nutricionales del suelo afec-
tan la producción de los antibióticos: el pH, nutrientes in-
orgánicos, edad del cultivo. En medios de cultivo se ob-
servó que estas sustancias se producen en la segunda
mitad de la fase estacionaria, cuando las fuentes minera-
les se agotan.

La evidencia del rol de estas sustancias en el control bioló-
gico se obtuvo a partir de los trabajos de Howell y Stipano-
vic (1980) quienes aislaron de rizosfera de algodón una cepa
de P. fluorescens antagonista de de Rhizoctonia solani y

Phythium ultimun, que produce dos antibióticos: pioleuto-

rina, activa contra P. ultimum y pirrolnitrina, activa contra

N
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la selección de cepas son las mismas que para rhizo-
bios.

El nivel de fósforo de los suelos empleados debe ser
similar al de los suelos que van a ser inoculados. Gene-
ralmente se esterilizan los suelos en los ensayos mace-
teros, pero se aconseja incluir un control no esterilizado
para comparar el comportamiento del inóculo con la po-
blación nativa de hongos arbusculares (Sieverding,
1991).

El inóculo:
� esporas colectadas mediante técnicas trabajosas de

tamizado a partir de suelo rizosférico

� raíces colonizadas picadas

� mezcla de suelo con raíces de plantas trampa (sor-
go, cebolla, etc.) inoculadas con esporas, crecidas y lue-
go sometidas a estrés (sequedad) a los efectos de que
el hongo esporule (Anexo práctico).

El cuadro 5 publicado por Frioni, (1990), muestra los re-
sultados de inoculación de plántulas de soja con R. japo-

nicum y una mezcla de esporas, hifas, micelio de hongos
endomicorrícicos Glomus fasciculatus (E3) y Glomus mos-

seae (YV) y de trozos de raíces colonizadas, con distintas
dosis de fosfato de roca y el cuadro 6 informa los resulta-
dos de inoculación de Pinus strobus con hongos ectomi-
corrícicos (Smith y Read, 1997).

La figura 11 (Dommergues et al., 1999) presenta los
resultados de inoculación de una especie de Acacia con
Rhizobium y Glomus mosseae en suelo pobre en P y N

tratado con bromuro de metilo a los efectos de matar a
la población nativa.

Cuadro 5 - Efecto la inoculación con rhizobio y
hongos endomicorrícicos en plantas de soja (media
de 5 repeticiones), nivel  de fosfato de roca 0,12%

Tratamiento Peso seco Peso seco Nº nódulos %
parte aérea raíz (mg) por planta  colonización

 (mg) micorrícica

Testigo 155 60 0 0
rhizobio (Rh) 161 64 6 0
ME3 162 63 0 62
MYV 161 68 0 67
ME3 + Rh 320 117 16 88
MYV + Rh 357 136 16 90

Figura 11- Inoculación de Acacia tortillis en suelo pobre en P
y en N. 1R= inoculadas con rhizobio específico: 1RM=inóculo
doble, con rhizobio y el hongo endomicorrícico, 1RP= plantas

con rhizobio y KH
2
PO

4
 (10mg P.kg suelo

-1
)

Cuadro 6- Crecimiento de plántulas de Pinus strobus ectomicorrizado y minerales absorbidos

Plántulas Peso seco Peso seco N (mg/planta) Fosfato Potasio

planta (mg)  raíces (mg) (mg/planta) (mg/planta)

ectomicorrizadas 404 175 5,00 0,789 2,97

no micorrizadas 331 166 2,45 0,239 1,55

Lillian Frioni316

R. solani. Esta bacteria inoculada en semillas de algodón lo
protegió de la enfermedad conocida como damping-off pro-
ducida por ambos hongos. La aplicación de los antibióticos
a las semillas protegió a la planta de esta enfermedad.

Pero la confirmación de este rol se realiza con el empleo
de mutantes antibiótico negativas, que no protegen a la
planta, mientras que la cepa parenteral si la protege asi
como la mutante complementada con el ADN responsa-
ble de la síntesis del antibiótico.

Otra clase de sustancias antimicrobianas producidas por
bacterias son las bacteriocinas, efectivas contra micro-
organismos estrechamente relacionados (muchas veces
de la misma especie). Uno de las primeras aplicaciones
comerciales para el control biológico de enfermedades de
raíces ha sido el uso de Agrobacterium radiobacter K84

para el control de Agrobacterium tumefaciens causante
de la enfermedad conocida como «agallas de corona»,
mediante la producción de «Agrocina 84», codificada por
un plásmido, cuya transferencia a cepas de A. tumefa-

ciens las convierte en resistentes.

El cuadro 8 muestra los resultados de un experimento de
evaluación del efecto de cepas de pseudomonas sobre
hongos fitopatógenos in-vitro. Se aprecia que la cepa 374
produce inhibición por varios mecanismos simultáneos
además de por sideróforos, mientras que la 429 lo hace
por competencia por el hierro, evidenciado por el levanta-
miento de la inhibición por el agregado del mismo. El cua-
dro 9 muestra el efecto del Fe en el antagonismo entre
bacterias y un hongo. Se vuelve a apreciar la confluencia
de más de un mecanismo de antagonismo.

Cuadro 8- Efecto de Pseudomonas florescens en
el crecimiento de hongos. Inhibición (mm)

cepa 429 cepa 374

-Fe +Fe -Fe +Fe

Botrytis cinerea 2,7 0 15,0 4,0
Cochliobolus sativus 3,8 0  9,5 4,2
C. victoria 6,0 0 4,3 1,0
Fusarium solani 0 0 0 0
Trichoderma hamatum 6,3 0 4,8 3,0
T. harzianum 6,5 0 4,6 1,3

Cuadro 9- Efecto del Fe en el antagonismo que
afecta la germinación de clamidosporas de

Fusarium oxysporum

   Antagonista                                 % germinación

-Fe +Fe

Control 83 94

Pseudomonas 346 10 46

Pseudomonas  NIR 15 50

Enterobacter 12 40

El cuadro 10 presenta los resultados de un ensayo so-
bre actividad antagonista lítica y de antibiosis contra Rhi-

zoctonia solani en suelos supresivos y conductivos para
este patógeno. Se aprecia que el efecto parece deberse
al incremento en hongos totales y entre ellos a un anta-
gonista natural productor de antibióticos.

Cuadro 10- Análisis del efecto antagónico de
bacterias y hongos sobre Rhizoctonia solani en

suelos supresivos y conductivos para el patógeno

Tratamiento %colonias %colonias bacterias hongos Trichoderma
con  líticas  totales  totales  spp

inhibición

Control 15 56 9,0 x 106 1,8 x 104 1,5 x 104

No supresivo   6 57 2,4 x 106 5,3 x 106 2,0 x 102

Supresivo  17 63 2,7 x 106 1,2 x 108 4,0 x 104

Resumen: sobre el control biológico mediado por side-
róforos

� control  in vitro a  bajas concentraciones de Fe+3 y no en
altas

� mayor rendimiento de cultivos en suelos privados de
Fe+3

� agregado de pseudobactina al suelo: supresión enfer-
medades por Phytium y Gaeumanomyces

� mutantes no productoras (sid-) pierden capacidad de
supresión de patógenos en la rizosfera
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* detoxificación del medio: remoción de inhibidores, pre-
sentes en el suelo o producidos por los métodos de es-
terilización, ejemplo, metales pesados

* producción de sustancias bióticas, solubles en agua
o volátiles, como aminoácidos, vitaminas, fitohormonas

* cambios en el pH, como en el caso de los solubilizado-
res de fosfatos (capítulo 12)

* producción de fitohormonas, como lo hacen bacterias
y otros organismos del suelo. Su balance resulta de fun-
damental importancia en la regulación del crecimiento
vegetal

Las células de la corteza colonizadas con hongos que for-
man MA incrementan las mitocondrias, retículo endoplas-
mático, clorofila, respiración, tamaño del núcleo y dismi-
nuyen su contenido en almidón y la invasión por hongos
patógenos.

Los hongos micorrícicos tanto ecto como endomicorríci-
cos, pueden contribuir entonces a:

�  la mineralización de P orgánico por actividad de fos-
fatasas localizadas en arbúsculos maduros e hifas inter-
celulares y

�  la solubilización de P insoluble (fosfato tricálcico, hi-
droxiapatita, polvo de roca) mediante la producción de
ácidos. La selección de inoculantes se realiza  incluyendo
estas propiedades.

Beneficios para el hongo
Ya señalados en el caso de los hongos ectomicorrícicos:
reciben de la planta  nutrientes, sobre todo hidratos de

carbono en las primeras etapas de la colonización. La
estimulación en la producción de clorofila y una alteración
en la permeabilidad de las membranas evitan pérdidas de
energía en la fotofosforilación y explican el hecho de que
una incrementada actividad fotosintética compensa el flu-
jo de carbono hacia el hongo, evitando disminuir la mate-
ria seca de la planta.

Se ha demostrado con CO
2
 marcado que el hongo emplea

entre un 4 y un 20% de las hexosas producidas por la plan-

ta. Los arbúsculos son el sitio de intercambio carbonado
entre ambos simbiontes, donde se regula la hidrólisis de la
sacarosa de la fotosíntesis, por estimulación de la inverta-
sa de la planta como consecuencia de la acidificación de la
interfase del arbúsculo.

Inoculación

La principal limitante en la inoculación de plantines con
hongos endomicorrícicos es la incapacidad de desarro-
llarse en cultivo puro en medios de laboratorio, por lo
que no se cuenta al presente con inoculante a base de
micelio.

Existen, sin embargo, numerosas publicaciones sobre
efectos en los rendimientos de varios cultivos luego de
la inoculación con Endogonaceae, sobre todo a nivel ex-
perimental. La inoculación es promisoria en el caso de
plantas de valor económico: ornamentales y micropro-
pagadas (citrus, café, etc.). No se puede pensar por el
momento su uso en cultivos extensivos.  Para que la
inoculación sea exitosa se deben reunir una serie de con-
diciones:

� ausencia o bajo potencial de inóculo de hongos en-

domicorrícicos nativos

� alta competencia del inóculo en caso de que la pobla-
ción nativa sea alta y gran capacidad para estimular la
toma de nutrientes y el crecimiento vegetal.

Las características requeridas para emplear un hongo que
forma MA como inoculante son similares a las exigidas a
cepas de rhizobios: infectividad, efectividad, coloniza-

ción y sobrevivencia en la rizosfera y en el suelo.

Existe poca especificidad entre las asociaciones  arbus-
culares y las plantas. En cultivos anuales, la sobreviven-
cia debe ser considerada para eliminar los costos de rei-
noculación.

La selección inicial debe  incluir  hongos  que  produz-
can  esporas que germinen rápidamente, hifas que crez-
can bien en el suelo y que colonicen extensivamente al
sistema radical. Las condiciones experimentales para
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Micoparasitismo

El empleo de hongos como agentes de biocontrol se ha
extendido mucho en los últimos años y la literatura es muy
amplia sobre resultados de antagonismo de patógenos,
sobretodo de otros hongos (Howell, 1990).  El grupo de
Hyphomycetes más empleado en el control biológico lo
integran los géneros: Verticillium, Trichoderma y Gliocla-

dium, los 3 son micoparásitos necrotróficos (matan inme-
diatamente del contacto con el hospedante) y buenos
saprofitas que crecen en medios corrientes de laborato-
rio. V. biguttatum se encuentra en asociación con esclero-
cios de Rhizoctonia solani y se usa en el tratamiento de
semillas de papa, donde reduce significativamente el nú-
mero de esclerocios patógenos en los nuevos tubérculos.

El género Trichoderma contiene numerosas especies
usadas en el control biológico seleccionadas por su capa-
cidad de micoparasitar a otros hongos. T. harzianum es la
especie más empleada y el rango de especies sensibles
incluye: Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani, Phytium

aphanidermatum, Alternaria raphani, Fusarium roseum,

patógenos de muchos cultivos, como trigo, algodón. El
ataque se realiza envolviendo y penetrando a las hifas y
estructuras de resistencia (figura 4)(Graham y Mitchell,
1998). La entrada se logra por orificios en la pared me-
diante la producción de enzimas como ß 1-3 glucanasa y

quitinasa. El reconocimiento de las hifas está mediado
por lectinas.

Especies de Trichoderma producen además antibióticos

y fitoxinas, por lo que es son considerados importantes
agentes de biocontrol. Se han señalado estimulaciones
del crecimiento en cultivos inoculados en suelos estériles,
lo que evidencia la producción de sustancias del tipo de
las fitohormonas. Otras especies incluyen T. hamatum, T.

koningii y T. viridi, que producen las típicas esporas ver-
des en medios de cultivo.

Un representante del género Penicillum, P. vermiculatum

se emplea en biocontrol por combinación de micoparasi-
tismo y producción de antibióticos. P. frequentans parasi-
ta esclerocios de numerosos hongos.

Las investigaciones sobre las posibilidades de emplear
hongos como agentes de biocontrol avanzan rápidamen-

te, aunque las técnicas de manipulación genética en hon-
gos han prosperado menos que en bacterias. La mutagé-
nesis en hongos es un proceso bastante inespecífico y se
han realizado avances con la fusión de protoplastos a los
efectos de lograr la transferencia de caracteres de interés
asociados al biocontrol de una cepa de hongo a otra.

Figura 4- Colonización de Phytophtora cinnamomi. a) hifa
colonizada por un antagonista, Trichoderma sp. (T), b)

hifas lisadas con bacteria (B) colonizando la superficie de
la hifa

Otros mecanismos

Se han propuesto otras explicaciones de los incremen-
tos en el crecimiento vegetal y la resistencia a enferme-
dades en plantas inoculadas con microorganismos de
biocontrol:

* enzimas líticas extracelulares  que destruyen la inte-
gridad de las paredes de hongos, como quitinasas. Se
ha demostrado que  las hifas de Sclerotium rolfsii pueden
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les se vuelve muy alta, la morfología del hongo cambia
drásticamente y eventualmente muere. Los fertilizantes
nitrogenados también afectan a esa simbiosis, pero no
existe acuerdo sobre los mecanismos involucrados. Se
especula sobre la teoría de los hidratos te carbono de
Björkman: el nitrógeno, al incrementar la síntesis de pro-
teínas, disminuiría el aporte de azúcares que estimulan
la colonización endomicorrícica. En condiciones natura-
les, se observa variación en la sensibilidad de los distin-
tos endofitos frente al nitrógeno.

Los pesticidas también afectan al proceso: muchos fun-
gicidas e insecticidas han sido referidos como inhibido-
res. Es necesario tener en cuenta estos efectos en las
prácticas de inoculación.

Las interacciones con otros microorganismos del suelo
afectan la germinación y crecimiento de esporas de hon-
gos que forman micorrizas MA:

La inoculación con esporas de hongos endomicorrícicos
y rhizobios ha tenido éxito en la implantación y rendimien-
tos de leguminosas: los rhizobios favorecerían la micorri-
zación por la producción de polisacáridos y de poligalac-
touronasa en el sitio de infección. Otras enzimas, como
las pectinolíticas, producidas por bacterias del suelo, fa-
vorecen también la micorrización (proceso relacionado en
gran parte a la producción de enzimas, ya que los hongos
no parecen entrar por heridas).

Se apreció que el cultivo respondió positivamente a la
acción conjunta de rhizobio y endomicorriza MA, en pre-
sencia de fosfato de roca,  incrementando  su  peso  seco
y  nodulación.  La inoculación conjunta permitió un apro-
vechamiento más eficiente y rápido del fertilizante fosfa-
tado.

Beneficios mutuos

Beneficios para la planta
En general cultivos creciendo en suelos deficientes en P
responden rápidamente a la inoculación y en las primeras
semanas ya se aprecian diferencias en el desarrollo de
plántulas inoculadas y a los pocos días se visualizan los
arbúsculos intracelulares. En general, se encuentra que

la respuesta a la micorrización está inversamente correla-
cionada con el contenido de P lábil del suelo.

Absorción de P por las hifas El P32 se acumula en
estructuras fúngicas, a partir de la fracción soluble, en
ensayos de corta duración. La fracción asimilable o
intercambiable de fosfato representa sólo entre el 1 y
el 5% del contenido total de P en los suelos. Los hon-
gos MA, al mismo tiempo que incrementan la capaci-
dad de absorción de fosfato asimilable, pueden tam-
bién solubilizar fuentes no disponibles o escasamente
disponibles. Las plantas micorrizadas responden al
agregado de fuentes insolubles de P como fosfato de
roca, hidroxiapatita.

Translocación de P a lo largo de las hifas. Las hifas
acumulan grandes cantidades de P que podría interfe-
rir en el metabolismo celular, lo que se evita por su
rápida conversión en polifosfato, osmóticamente in-
activo. Los gránulos, contenidos en vacuolas que pue-
den representar entre un 16 y 40% del total de P en
estos hongos, se evidencian en el microscopio electró-
nico. La translocación tiene lugar por corrientes cito-
plasmáticas rápidas. Los hongos poseen las enzimas
necesarias para la síntesis y degradación de los poli-
fosfatos, asi como fosfatasas, cuyo nivel disminuye con
la fertilización fosfatada.

Transferencia de P a la planta. La interfase entre ambos
facilita los intercambios, se ha referido un incremento en
la permeabilidad de la membrana de la hifa inducida por
el hospedero, la transferencia de fosfatos estaría acopla-
da de alguna manera a la transferencia de carbohidratos
desde el mismo.

Otros beneficios:
* numerosos minerales son absorbidos en mayor grado

por plantas micorrizadas con hongos tipo MA, pero no
existen referencias sobre absorción incrementada de
iones móviles en el suelo, como los nitratos. La toma de
agua parecería estar incrementada y la resistencia a
condiciones de sequedad se atribuye a la capacidad de
la planta micorrizada para mantener un adecuado nivel
de fósforo ya que la baja humedad disminuye la movili-
dad de los iones fosfato, más que a un efecto directo
sobre la absorción del agua.
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ser degradadas tanto por aislamientos de Serratia mar-

cescens como por extractos acelulares de la misma cepa
con actividad quitinolítica. La adición de quitina al suelo
incrementa el número de bacterias y actinomicetes, mu-
chos de ellos inducen quitinasa afectando a la población
fúngica.

* eliminación de microorganismos deletéreos de la ri-

zosfera: estos organismos inhiben el crecimiento vegetal
por producción de metabolitos tóxicos, pero sin llegar a
parasitar. Shippers et al, 1987) sugieren que uno de los
principales grupos de bacterias deletéreas son las pseu-
domonas productoras de HCN. Como el hierro es nece-
sario para la producción de HCN por estos microorganis-
mos, también sugieren que los microorganismos del inó-
culo ejercen su efecto benéfico compitiendo con ellos por
el hierro.

* generar resistencia inducida en plantas sensibles:

se ha observado que cepas no patogénicas de un hongo
patógeno prevén la infección por la cepa patógena. Se
explica este fenómeno por competencia entre ambas ce-
pas por nichos ecológicos similares en el suelo.

* inhibición de la germinación y crecimiento de hongos

por compuestos volátiles de la atmósfera del suelo, como
el etileno, amonio, ha sido ocasionalmente observado.

* aumento de la disponibilidad de nutrientes y pro-

ducción de sustancias del tipo de las fitohormonas,
como el AIA, giberelinas, citoquininas, que ha sido verifi-
cada en cultivos microbianos, se postula como causa de
control de enfermedades. El cultivo se desarrolla más tem-
pranamente y su población rizosférica puede competir con
el patógeno.

Desarrollo de agentes para el control
biológico

A pesar de los múltiples ejemplos publicados en los últi-
mos años sobre el éxito en la aplicación de organismos
para el control biológico de enfermedades de raíces, ha
habido escaso desarrollo de formulaciones comerciales.
Powell (1993) señala que el mercado de agroquímicos en
el mundo es de cerca de 12 mil millones de dólares, de

los cuales los agentes de control biológico representan
sólo un 1% (120 millones). Pero de éstos, un 92% corres-
ponde a preparaciones secas de Bacillus thuringensis (Bt)
que sintetizan cristales de proteínas tóxicas en cultivos
esporulados y son empleados como  poderosos insecti-

cidas (figura 5).

El resto está integrado por una mezcla de productos
menores.

Figura 5- Bacillus thuringensis, bioinsecticida  (Bt). Nótese el
cristal proteico oscuro vecino a la espora

Para este autor es necesario tener en cuenta una serie de
consideraciones para lograr competir con los agentes quí-
micos de control (cuadro 11).

Limitaciones para la comercialización de ino-
culantes para biocontrol

Los obstáculos principales en el biocontrol por adición al
suelo o a las semillas de antagonistas de plagas lo cons-
tituye el escaso desarrollo de técnicas de cultivo de gran
volumen de biomasa microbiana y la introducción de mi-
croorganismos en sistemas de producción en forma se-
gura y de bajo costo.

Se han empleado medios sólidos como arcillas expandi-
das, residuos de cereales, granos de cebada, para el cul-
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MA, observando segmentos de 1 cm a intervalos regula-
res. Esta longitud puede llegar a un tercio del total en mu-
chas plantas cultivadas y superar 70-80% (Honrubia et

al., 1994; Sieverding y Barea, 1991), en plantas inocula-
das, en vivero.

Ecología

Muchos son los factores que afectan la formación y desa-
rrollo de las micorrizas MA. La fotosíntesis es uno de los
más importantes, pero el manejo de los cultivos (fertiliza-
ción, biocidas, rotaciones), la abundancia de inóculo en
los suelos, la susceptibilidad de la planta, las condiciones
de temperatura, humedad, pH, estación del año, afecta-
rán el grado y la eficiencia de la asociación.

Fotosíntesis: con CO
2
 marcado se demostró la transfe-

rencia de compuestos carbonados hacia el hongo. Som-
breado o corte de la parte aérea afectan la micorrización.
El efecto estacional incide en la colonización, ésta aumenta
en la estación de activo crecimiento vegetal.

La incidencia de la micorrización es mayor cuando la acti-
vidad biológica del cultivo es más intensa, con preponde-
rancia de arbúsculos, responsables de los intercambios
nutritivos con el hospedante. Las hifas y esporas contri-
buyen a la propagación del endofito y las vesículas alma-
cenan nutrientes que el hongo moviliza en condiciones
adversas.

Otros factores del ambiente, como la luz y la temperatu-

ra, afectan el desarrollo del hospedante y por ende la dis-
ponibilidad de nutrientes para el hongo. Existe correla-
ción entre grado de colonización y nivel de hidratos de
carbono en jóvenes plántulas.

La temperatura del suelo parece afectar más la actividad
fisiológica de la micorriza que su desarrollo

La aireación: la escasa colonización en suelos inunda-
dos está relacionada a la falta de oxígeno

La fertilización afecta el establecimiento del hongo. La
inhibición por fosfatos solubles ha sido bien documenta-
da: cuando la concentración de P en los tejidos vegeta-

Figura 10- Estructuras de hongos endomicorrícicos: esporas,
vesículas y arbúsculos.

Las hifas que se desarrollan dentro de la raíz están co-
nectadas a un fino micelio que se extiende en el suelo
vecino. Los ápices radicales no se presentan frecuente-
mente colonizados, como tampoco las raíces gruesas

Las esporas presentes en las células colonizadas y en el
suelo vecino. Su morfología permite la caracterización de
especies (Schenck y Pérez, 1988) luego de trabajoso pro-
cedimiento de aislamiento a partir se suelo rizosférico por
tamizado húmedo (Anexo práctico).

Se suele determinar la longitud de la raíz con alguna de
las estructuras de los hongos que forman micorrizas tipo
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tivo de hongos con fines de aplicación masivas, pero no
se adaptan bien a las fermentaciones usuales en medio
líquido. También se están aplicando soportes orgánicos
del tipo alginato de sodio, que encapsulan propágalos de
hongos y de Frankia, así como bacterias (rhizobios, pseu-
domonas) en soluciones acuosas de compuestos que for-
man geles (mezclas de alginato de sodio y cloruro de cal-
cio), ofrecen la facilidad de mantener viables a los inócu-
los y de ocupar pequeños volúmenes al secarse. En el
momento de uso, estos cristales de alginato de calcio, se
disuelven con un buffer adecuado que se  usa como ino-
culante (Anexo práctico).

Cuadro 11- Consideraciones en el empleo de
técnicas de control biológico

* Los agentes de control biológico presentan un espectro
estrecho, no sólo en términos de hospedante, sino del
ambiente, incluido el pH, tipo de suelo, humedad, tempe-
ratura.

* Considerar los costos de selección, producción y formula-
ción de los inoculantes

* Considerar que efectos de laboratorio muchas veces no se
reproducen en el campo y se necesitan numerosas expe-
riencias antes de poder recomendar un agente biológico

* Emplear el producto en el sitio de acción (semilla, suelo)
resulta crítico, sobretodo en ausencia de movimientos de
agua

* Los más efectivos agentes de control biológico son aque-
llos que poseen un nicho que pueden colonizar rápida-
mente y sin competencia de la población indígena

* Lograr buen desarrollo en medios simples de laboratorio,
de bajo costo, asi como formulaciones sencillas que ase-
guren viabilidad por períodos de tiempo que permitan su
distribución.

La producción de inóculos en fermentadores y su adición
a turba (como en el caso de rhizobios) parece ser otra
alternativa para estos inoculantes.

Finalmente: se piensa que a pesar del trabajo de selec-
ción, propagación y evaluación de efectos de los inocu-
lantes biológicos, su menor impacto en el ambiente los
convierte en alternativas promisorias en la lucha contra

plagas. Goult (1990) y Campbell (1990) señalan algu-
nas de las líneas futuras de investigación en el tema (cua-
dro 12).

Cuadro 12- Investigaciones necesarias en el tema
de control biológico

*  Dilucidación de los mecanismos involucrados en diferen-
tes tipos de suelos

*  Identificación de parámetros ambientales que afectan la
colonización radical

* Desarrollo de procedimientos más eficientes de selección
de cepas y de formulación de productos comerciales

* Identificación de los genes que codifican producción de
sideróforos, de antibióticos y los que permiten la coloniza-
ción de las raíces

* Lograr avances en la modificación genética de cepas para
producir agentes superiores de biocontrol, con mayor ran-
go de hospedantes y suelos a ser aplicados

Alternativas a la inoculación
Muchas prácticas de manejo conducen al control de mi-
croorganismos fitopatógenos por estimulación de la mi-
croflora antagonista naturalmente presente, a veces en
bajo nivel, en los suelos. Algunos ejemplos de estas prác-
ticas incluyen:

� rotaciones de cultivos: el patógeno al no encontrar la
rizosfera de la planta sensible (determinada por la natura-
leza de exudados) germina y muere al no poder competir
con la población nativa por los nutrientes, espacio, etc.

� incorporación de enmiendas orgánicas, como pajas,
abonos verdes, que provocan una eclosión  microbiana
en respuesta a los nutrientes aportados por el residuo
orgánico. En esta población estimulada se encuentran
antagonistas que por los mecanismos señalados en
este capítulo (antibiosis, competencia, predación, para-
sitismo), logran disminuir o eliminar a la población dele-
térea o patógena.

Cuando los antagonistas nativos son escasos o inade-
cuados, se pueden introducir agentes seleccionados de
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� Germinación de las esporas y crecimiento de las hi-
fas: las esporas plurinucleadas germinan en el suelo o
in-vitro, se forma un tubo germinativo cenocítico. El hon-
go responde a exudados radicales aumentando signifi-
cativamente el crecimiento de los filamentos y las rami-
ficaciones. Se éste no se encuentra con una raíz com-
patible, el crecimiento se detiene.

� Entrada a la raíz: en la proximidad de una raíz compa-
tible, el crecimiento del tubo germinativo es estimulado
por variados factores, como CO

2
, exudados, etc. y las

ramificaciones sucesivas  penetran en la raíz. Se ob-
servan estructuras especializadas llamadas apresorios,
englobamientos redondeados de hifas, cuya pared im-
pregnada de melanina  se espesa y asegura una pre-
sión osmótica elevada. Los apresorios se forman por
moléculas liberadas por el hospedero. Los filamentos
se propagan en la exodermis y el parénquima cortical,
sin llegar nunca a la endodermis. Hidrolasas degradan
la pared de la planta provocando la progresión del fila-
mento fúngico, bajo el efecto de una presión hidrostáti-
ca elevada.

� Colonización radical: en el desarrollo del hongo sim-
biótico, aparecen las estructuras típicas de estas aso-
ciaciones, los arbúsculos y las vesículas.

� Desarrollo de hifas externas: la colonización se
completa por activo desarrollo de hifas extraradica-
les, muy ramificadas y finas que están involucradas
en la nutrición mineral del hongo. Constituyen una
nueva estructura funcional  en la nutrición mineral de
la planta (N, P).

Resumiendo: el hongo endomicorrícico presenta dos ti-
pos de hifas: las de infección con crecimiento centrípeto
en relación a la raíz y las hifas extraradicales, de creci-
miento centrífugo. El aporte de esqueletos carbonados por
parte de la planta asegura el equilibrio de esta simbiosis.

� La última etapa se caracteriza por la degradación de

los arbúsculos, la célula colonizada retoma la estruc-
tura habitual.

Se reconocen tres fases en el desarrollo de las endomi-
corrizas

� una latencia inicial atribuida al desarrollo de las plán-
tulas y germinación de esporas, el crecimiento del tubo
de germinación y la colonización (20-25 días)

� intenso desarrollo de la micorriza, de unos 30 días,
coincide con crecimiento de la parte aérea y del micelio
externo, facilitando las colonizaciones

� fase de equilibrio, donde la proporción de raíces mico-
rrizadas y no micorrizadas permanece constante, coin-
cide con la etapa de fructificación del hospedante y con-
tinúa hasta la senectud.

Las endomicorrizas colaboran con la nutrición del vegetal
durante el período de máximo desarrollo.

Las estructuras fúngicas características son (figura 10)

Los arbúsculos que se forman por repetidas divisiones
dicotómicas de una hifa, presentan el aspecto arbores-
cente característico, llamados también haustorios o apre-

sorios, con gran superficie de intercambio con el hospe-
dante y es a este nivel que se realizan la transferencia de
nutrientes (C, P, etc.).  Presentan viabilidad sólo por algu-
nos días, son digeridos por la planta y su formación reco-
mienza.

Las ramificaciones de los arbúsculos están limitados por
una membrana periarbuscular de origen vegetal que ro-
dea la pared fúngica muy fina y acompaña a la hifa. Esta
membrana presenta modificaciones funcionales importan-
tes: se ha detectado actividad ATPasa muy activa, ausen-
te en raíces no micorrizadas,que podría estar implicada
en el transporte a través de la membrana en esta simbio-
sis (fosfatos hacia la planta).

Las vesículas son estructuras de gruesas paredes, que
se desarrollan en extremos de hifas inter o intracelular-
mente, a medida que la infección progresa, aunque se
las ha descripto en etapas tempranas de la colonización.
Se encuentran en general en las capas superficiales de
la raíz y funcionan como órganos de almacenamiento
de grasas, aceite y colaboran en la propagación del en-
dofito. El hongo determina su formación y morfología.
Algunos hongos como Gigaspora y Scutellospora no las
forman.
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biocontrol o sus genes, que puedan mantenerse luego
de la aplicación al suelo. Se pueden construir microor-
ganismos rizosféricos competentes mediante ingeniería
genética, desarrollados a gran escala y que pueden ser
aplicados a partes vegetales subterráneas en ambien-
tes conductivos para su establecimiento, crecimiento y
dispersión.

Si los procedimientos anteriores no son eficientes, se pro-
cede a la inoculación de semillas repetidamente con cada
cultivo.

Si bien la tendencia es la selección, producción y patenta-
miento de un solo microorganismo por producto comer-
cial, la mezcla de microorganismos puede resultar más
eficaz, ya que simulan la microflora natural que actúa en
la supresión de una enfermedad. Se usan inoculantes con
rhizobio y/o hongos micorrícicos que están acompañados
de algún microorganismo de biocontrol, como Pseudomo-

nas, Bacillus, etc.

El uso masivo de estos productos depende de los cos-
tos de producción, de la estabilidad genética de los
agentes empleados, de su eficacia en varios ecosiste-
mas.

El cuadro 13 presenta resultados de aplicación de técni-
cas de control integrado en el caso de podredumbre blan-
ca causada por Sclerotium cepivorum, con un fungicida
(Iprodione) y un antagonista Trichoderma harzianum. Se
aprecia el efecto benéfico de ambas cepas de pseudomo-
nas y la ventaja de aplicar control integrado. Sin embar-
go, frente a los desafíos de mantener el ambiente libre de
biocidas,  la elección parece inclinarse por el uso de los
agentes biológicos.

Cuadro 13- Control integrado

Tratamiento % de infección

Ninguno 74
Iprodine 51
T. harzianum cepa T 18
T. harzianum ipro 25M 13
Iprodione + T.h cepa ipro 25M   6

El cuadro 14 resume algunos datos históricos en el uso
de los microorganismos como agentes promotores del
crecimiento vegetal.

Cuadro 14- Breve historia del uso de
microorganismos como promotores del

crecimiento vegetal

*  1958 ex URSS  inoculación de 10 7 ha con A. chroococcum

y B. megaterium var. phosphaticum (bajos incrementos)

*  1974 se preparan y comercializan inoculantes en pequeña
escala en varios países

*  1978 resultados favorables con Pseudomonas (se mantie-
nen y desarrollan en la rizosfera) Kloeper y Schroth: uso
de la sigla PGPR

*  1986  Schipers obtiene mutante sid
_
 (Tn5) de P. fluores-

cens WCS 358 que no promueve crecimiento de papas
en campo, si lo hace su recombinante sid+

 *  Se incrementan los trabajos en bacterias: P. fluorescens,

P. putida. Bacillus, Azospirillum, hongos: Thrichoderma,

Penicillum, Cladosporium, Gliocladium

*  1993 mercado agroquímicos en el mundo U$S 12.106,
agentes biológicos 1% (120 millones de dólares), 92%
corresponde a Bt (Bacillus thuringensis).
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Preguntas de repaso

1) ¿Cómo afectan las plantas la dinámica del equilibrio
entre los microorganismos en el suelo?

2) ¿Qué acciones de los microorganismos pueden afec-
tar negativamente a las plantas? Señale algún ejem-
plo

3) ¿Qué mecanismos utilizan los microorganismos para
limitar poblaciones de patógenos vegetales?

4) Señale procedimientos que le permitan demostrar al-
guno de esos mecanismos como involucrados en el
control biológico de microorganismos fitopatógenos.

5) Características importantes en  la competencia rizosfé-
rica de microorganismos del suelo?

6) ¿Por qué muchas veces una mezcla de agentes de
control puede resultar más efectivo que el uso de un
solo microorganismo?

7) Pasos a seguir en la elaboración de un producto bioló-
gico a usar para control de una fusariosis en raíz de
trigo.

8) Discuta los términos: control químico, control integra-
do, control biológico
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Los rumiantes constituyen un grupo de animales herbívo-
ros con un estómago dividido en cuatro compartimentos y
rumian un bolo alimenticio parcialmente digerido. Ejem-
plos: el ganado vacuno, ovino y caprino, alces, camellos,
ciervos, jirafas y búfalos.

Todos estos  animales poseen una porción dilatada en
su tubo digestivo donde los alimentos fibrosos volumi-
nosos, que forman gran proporción de su dieta, pueden
ser detenidos y sufrir una serie de fermentaciones, que
los hacen disponibles para su asimilación (figura 1)(Pres-
cott et al, 1999).

La parte superior del estómago se expande para formar
una gran bolsa, denominada rumen, y un pequeño retículo
o redecilla. La parte inferior del estómago está constituida
por una antecámara, el omaso, detrás de la cual se sitúa el
verdadero estómago (abomaso). Los polisacáridos insolu-
bles y la celulosa se mezclan con la saliva y pasan al ru-
men, donde sufren movimiento de rotación constante y for-
man una masa pulposa que es atacada por una  activa po-
blación microbiana (1012 bacterias/mL). Luego el alimento
pasa al retículo y de allí es regurgitado en forma de «bolo
alimenticio» que el animal rumia. El alimento se mezcla con
saliva, se traga de nuevo y vuelve al rumen al tiempo que
llega  otro bolo a la boca. En estas etapas el material va
siendo digerido y se hace más líquido.

Este material pasa entonces al retículo y de allí a la par-
te inferior del estómago: al omaso y luego al abomaso
(estómago verdadero) donde el alimento es atacado por
las enzimas digestivas normales del animal y el proceso
de digestión continúa en forma similar al resto de los
mamíferos.

Procesos microbianos en el rumen18

Figura 1- Estómago de un rumiante. Las flechas señalan la
dirección del alimento

Estos animales aprovechan la acción de los microor-
ganismos que habitan su tracto gastrointestinal y que
son los principales agentes de la degradación de las
paredes gruesas de los vegetales y permiten la asimi-
lación de hidratos de carbono complejos ingeridos por
el animal.

Como los rumiantes no pueden sintetizar celulasas, apro-
vechan las relaciones simbióticas con microorganismos
anaerobios que las poseen.

El rumen es un ecosistema microbiano complejo, donde
coexisten relaciones simbióticas entre el animal y las po-
blaciones microbianas. Los alimentos ingeridos son fer-
mentados y los productos finales son ácidos grasos volá-

Alimento inicial

Bolo alimenticio

Esófago

Omaso
Intestino
delgado

Rumen

Abomaso
(estómago verdadero) Retículo
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metanogénicas, son los más antiguos en la escala bioló-
gica (más de 3.000 millones de años), deben haber teni-
do suficientes oportunidades para evolucionar y cambiar
hacia mayor eficiencia.

Parecería más oportuno, para este autor modificar los
materiales vegetales, haciéndolos más degradables por
la microflora. Cita, sin embargo, casos de éxitos en la ino-
culación de microorganismos que degradan mimosina,
aminoácido tóxico contenido en Leucaena, ausentes en
la mayoría de los rumiantes.

Conclusiones

Esta breve descripción del ecosistema del rumen trató de
evidenciar su complejidad y dinamismo. Las interaccio-
nes microbianas son allí numerosas y es precisamente la
flexibilidad de este complejo sistema que hace posible la
conversión de un amplio espectro de sustratos en ácidos
grasos volátiles de los cuales depende el rumiante para
obtener energía.

Las predicciones sobre la marcha de las fermentacio-
nes resulta difícil dada la suma de factores que inci-
den: ambiente, especie animal, dieta.  En general, la
activa fermentación de sustratos celulósicos resulta en
mayores proporciones de ácido acético. La fermenta-
ción de almidón resulta en mayor proporción de ácido
propiónico.

Los tipos de fermentación con dietas  ricas en azúca-
res, incluyendo melazas, es difícil de predecir.  Efec-
tos asociativos positivos o negativos pueden resultar
cuando se combinan  alimentos. Muchos de los últi-
mos efectos pueden minimizarse regulando el régi-
men alimenticio, el grado de procesamiento de los
granos y el tipo de concentrado adecuado a cada com-
binación nutritiva.

Numerosos intentos de mejoramiento de la actividad de
los microorganismos del rumen se llevan adelante e in-
cluyen manejo de la dieta, de aditivos (antibióticos, sus-
tancias tampones, antiprotozoarias),  que tienden a incre-
mentan el nivel nutritivo del animal.
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Preguntas de repaso

1) ¿Por qué el ambiente del rumen es muy particular?
2) ¿Cómo funcionan los microorganismos en este ambiente?
3) Explique brevemente las transformaciones de la celu-

losa hasta los compuestos que son absorbidos por el
animal

4) ¿La metodología de estudio resulta sencilla? Por qué?
5) ¿Se puede alterar la microbiología del rumen?
6) ¿De donde se origina el metano eliminado por el ganado?
7) ¿Cómo se puede regular el funcionamiento del ru-

men?
8) ¿Qué sucede con la lignina de las ingestas?
9) Señale algunos ejemplos de sinergismo entre microor-

ganismos del rumen
10) Analice los gases que se liberan en los rumiantes y su

relación con el efecto invernadero
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2)(Prescott et al., 1999).
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Figura 2- Bioquímica del rumen

a) Procesos bioquímicos y fisiológicos en el aparato digestivo
de un rumiante

b) Fermentaciones ruminales de los principales polisacáridos
ingeridos y sus productos finales

El pH se mantiene en estado de equilibrio por  tampones
de la saliva y por la absorción de los AGV.

Se produce biomasa microbiana rica en proteínas, hidra-
tos de carbono y lípidos que son usados por el animal. El
sistema presenta un rango de potencial de oxido-reduc-
ción entre–250 a –450 mV. Los rangos de temperatura
varían entre 38 y 42 Cº

El balance de microorganismos en el rumen es regulado
por las condiciones del ambiente en el mismo (incluyendo
el sustrato) y se considera un sistema continuo.

El rumen  ha sido comparado a un fermentador: su tempe-
ratura y estado anaerobio son estables, las fluctuaciones
de pH son limitados. Pero se diferencia de  un dispositivo
industrial en que la composición química y la estructura de
los sustratos ingeridos, varían amplia y rápidamente.

El rumen, es en esencia, un sistema anaerobio muy reduc-
tor, un medio ligeramente ácido, de pH fijo, isotérmico, con
una temperatura de  unos 39oC y con una fase gaseosa
compuesta principalmente de CO

2
, metano y nitrógeno. El

pH se mantiene relativamente constante (6-7)  por la absor-
ción de de los ácidos grasos  por la pared del rumen o por
neutralización por sistemas tampones de la saliva.

El  objetivo de una dieta diaria balanceada para el ganado
es proveer un ambiente en el rumen que maximice la pro-
ducción microbiana y el crecimiento. Cuando se diseñan
raciones para rumiantes es necesario tener en cuenta a los
microorganismos tanto del  animal como  los del rumen.

Los microorganismos que colonizan a los jóvenes anima-
les por la ingesta, saliva, aire, heces son estrictamente
anaerobios, aunque algo de O

2
 es tolerado y si la fermen-

tación es activa el Eh  se  mantiene  en  límites  normales
(-250 a -450mV).

Las enzimas para la fermentación son provistas por un
significativo número de  especies de bacterias, hongos y
protozoos y el número relativo de las distintas especies
varía con la composición y estructura del alimento. Por
otra parte, las interacciones biológicas que se dan entre
ellas son altamente complejas.

La proliferación continua de los microorganismos está
asegurada por la ingestión periódica de los alimentos y el
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Interacciones entre bacterias y protozoos

La interacción más sorprendente es la dependencia entre
los ciliados y las bacterias por los aminoácidos. La elimi-
nación de los ciliados incrementa hasta 3 veces el núme-
ro de bacterias. Las bacterias emplean tanto las proteí-
nas como la amilopectina de los ciliados lisados.

Algunas bacterias pueden funcionar simbióticamente, den-
tro de protozoos, otras permanecen independientes o pue-
den interactuar con  los ciliados, por ejemplo las bacterias
metanogénicas se adhieren a varios Entodiniomorphes

cuando el H
2
 es limitante. El H

2
 generado por los ciliados

puede ser la principal fuente de metano en el rumen. Mu-
chos ciliados absorben trazas de O

2
 del líquido ruminal,

manteniendo el ambiente anaerobio.

La celulolisis se ve incrementada cuando se asocian
bacterias y ciliados; este sinergismo fue verificado in-

vitro. Otro de los roles importantes de los protozoos es
estabilizar el ambiente: secuestran rápidamente al al-
midón y azúcares solubles, restringen la formación de
ácido láctico y limitan las fluctuaciones del pH. La libe-
ración de AGV a partir de las reservas de amilopectina
de los ciliados, contribuye a la nutrición del huésped
entre ingestas.

Otro mecanismo que facilita la sobrevivencia de especies
no-hidrolíticas en este ecosistema   son las interacciones
entre presa y predator: una población, como los protozo-
os obtiene energía y/o carbono a partir de su presa (las
bacterias). Los protozoos pueden obtener estos requeri-
mientos para su desarrollo por fermentación de  sustra-
tos; las bacterias parecen ser más bien precursores para
la síntesis de  proteínas y ácidos nucleicos y como fuente
de lípidos. La fermentación de las reservas carbonadas
de las bacterias puede contribuir también al metabolismo
del protozoo.

Producción de CH4

Ninguna  de las bacterias o protozoos fermentadores
producen metano, pero algunas producen formiato, H

2

y CO
2
. Las bacterias metanogénicas pueden luego

transformar el H
2
 y el CO

2
 en CH

4
. En el rumen la prin-

cipal vía de formación de metano es a partir de H
2
 y

CO
2
. Su formación a partir de acetato (formado por

conversión  de propionato, butirato y otros AGV),  no
ocurre en el rumen y la producción a partir de AGV es
un proceso muy lento. Methanobacterium ruminantium

se encuentra presente en alta concentración en el ru-
men. Methanosarcina barkeri ha sido aislada de rumen
de vacas y ovejas, crece lentamente con H

2
 y CO

2
, for-

ma CH
4
 a partir de grupos metilos (metanol y metilami-

nas) y no compite por el H
2
 con otros metanogénicos.

Methanobrevibacter spp. es probablemente  el meta-
nogénico más significativo en el rumen bovino, pero se
requieren mayores estudios para caracterizar a las es-
pecies actuantes.

Casi todo el H
2
 producido es empleado por las bacterias

metanogénicas (transferencia de H
2
 interespecie). Aproxi-

madamente 800 litros de H
2
 se producen  y se usan dia-

riamente  para formar 200 litros de CH
4
 en una vaca de

500 kg y sólo trazas de H
2
 se acumulan en la fase gaseo-

sa del rumen (Hungate, 1966).

Interacciones y proporciones de AGV

Existe considerable interés en alterar las fermentaciones
en el rumen para incrementar la eficiencia de productos
ruminales. Los aditivos alimenticios, como los ionóforos
Monensina o Rumensina y Lasolacida, inhiben a los pro-
ductores de H

2
, favorecen la producción de propionato y

reducen la producción de metano, aumentando por lo tan-
to, la eficiencia de conversión de los sustratos en alimen-
to para el ganado. Estas sustancias actúan como quelan-
tes  del sodio, potasio y otros cationes, alterando el trans-
porte a través de la membrana.

Ingeniería genética de microorganismos
del rumen
La manipulación genética de organismos del rumen para
producir especies más eficientes en la digestión de los
alimentos está siendo practicada. Como los microorga-
nismos del rumen operan como un consorcio, es decir un
sistema mixto y su ecología es opuesta a la de un cultivo
puro a partir de una sola célula, la competancia y el sintro-
fismo deben ser considerados en los intentos de manipu-
lación genética.

La transferencia genética natural en este ambiente debe
ocurrir y van Soest (1994) señala que considerando que
los microorganismos del rumen, incluidos las bacterias
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flujo continuo de saliva, el paso del contenido a lo largo
del tracto digestivo y por la absorción de los productos
finales del metabolismo a través de la pared del rumen.
La muerte y autolisis de microorganismos asegura el de-
sarrollo de otros  microorganismos que se nutren de los
productos liberados (canibalismo).

En general, los organismos sobreviven en este ecosis-
tema si su tiempo de generación es menor que el tiempo
de retención en este órgano. Muchos microorganismos
pueden sobrevivir en situaciones de rápido tránsito por
adhesión a las paredes o a partículas grandes de ali-
mentos.

Generalmente, las especies dominantes en el rumen con-
vierten la energía del sustrato en biomasa, resultando
en menor formación de ácidos por unidad  de sustrato.
La selección natural también favorece el máximo traba-
jo bioquímico, en general en relación inversa al tamaño
celular.

Si bien la proporción de los productos finales varía, ellos
consisten principalmente en: CO

2
, CH

4
 y  tres ácidos gra-

sos volátiles (AGV): acético, propiónico y butítrico, junto a
amonio, trazas de otros ácidos grasos y algunas veces,
ácido láctico.

Microorganismos anaerobios con adaptaciones ecológi-
cas y requerimientos nutritivos similares existen en los si-
los, aguas servidas, en la biodegradación anaerobia de
restos orgánicos. La diferencia más marcada es que en
la biodegradación anaerobia  en silos o aguas el tiempo
de retención es mayor, con más eficiencia en la extrac-
ción de la energía del sustrato y proliferación de bacterias
metanogénicas que poseen un tiempo de generación
mayor  (4 días) que el tiempo de retención de los sustra-
tos. El resultado es que en estos ambientes no se acumu-
lan ácidos grasos y los productos se degradan a CH

4
 y

CO
2
 (capítulo 21).

La biología y ecología de esta población microbiana es
muy similar en la mayoría de las especies animales. La
selección de especies y la adaptación de las poblaciones
microbianas  están determinadas más por la dieta y el
tiempo de retención que por el huésped, sea éste rumian-
te o no-rumiante.

Metodología de estudio

Se han empleado numerosas técnicas para estos estu-
dios.

Suspensiones lavadas: un gran volumen de contenido
ruminal se filtra por tela y luego se centrifuga primero len-
tamente para eliminar los protozoos grandes y luego a
mayor velocidad por 30´ y se incuba con solución de fos-
fatos para regular el pH, en anaerobiosis con el sustrato a
analizar. Se siguen procesos como  la decarboxilación del
ácido succínico y la reducción de los nitratos. Se aprecia
generalmente correlación con los resultados obtenidos in-

vivo. Esta técnica constituye un medio útil para estudiar
con detalle las propiedades de la flora mixta del rumen
luego de la eliminación de complicaciones como la absor-
ción a partículas y la presencia de varios sustratos.

Rumen artificial: existen numerosos dispositivos para rea-
lizar los estudios in-vitro que  tienden a similar las condi-
ciones físico-químicas y ambientales del rumen natural.
Estos se perfeccionan de modo de analizar efectos de
poblaciones microbianas, condiciones vinculadas a la nu-
trición y factores ambientales. Constituyen verdaderos
reactores con controles de entrada y salida de metaboli-
tos, regulación de condiciones de incubación, como tem-
peratura, pH, presión osmótica, etc. y permiten estudiar la
degradación de diferentes sustancias por poblaciones
microbianas solas o asociadas.

Aislamiento y cultivo de microorganismos del rumen

La mayor dificultad en estos estudios radica en el mante-
nimiento de las condiciones de anaerobiosis durante el
muestreo, siembra y cultivo de los microorganismos, mu-
chos de los cuales viven asociados entre si, lo que dificul-
ta su aislamiento.

Muestro y cultivo

El contenido ruminal se obtiene por succión  luego de efec-
tuar una homogeneización manual y después de una agi-
tación suave bajo CO

2
 , se   filtra   por  gasa  y  se  liberan

las células adheridas a las partículas (0,1% de Tween 80,
con 6-8 horas a 0º, o 0,1% de metilcelulosa). Se efectúan
suspensiones-diluciones decimales en diluyente en anae-
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Estas asociaciones nutricionales han sido verificadas en
co-cultivos in-vitro. El éxito en la competencia por los
productos solubles obtenidos de la hidrólisis de políme-
ros por especies no-hidrolíticas, depende de las veloci-
dades de transporte en las células y de su metabolismo
posterior.

Los productos de bajo peso molecular de la hidrólisis de
polisacáridos son fermentados a acetato, butirato, H

2
 y

CO
2
 por especies individuales de bacterias y protozoos.

La producción de propionato y CH
4
 requiere de la interac-

ción de especies: las que producen succinato con otras
que lo decarboxilan a propionato y CO

2
. Esta interacción

es muy importante en el rumen, ya que el propionato es el
principal sustrato gluconeogénico para los rumiantes. La
figura 4 muestra la interacción entre Fibrobacter succino-

genes y Selenomonas ruminantium. El organismo celulo-
lítico produce succinato, acetato y formiato. Cuando am-
bas especies crecen juntas, sin embargo, los productos
finales incluyen propionato y CO

2
: el succionato es inter-

medio en la formación de propionato y S. ruminantium

aporta el CO
2
 requerido por Fibrobacter.

Figura 4-  Interacción metabólica entre dos bacterias del
rumen

Otro ejemplo de estas cadenas alimenticias se da con las
bacterias metanogénicas, que emplean CO

2
 e H

2
, para

obtener energía, con acetato o CO
2
 como fuentes de C,

que son liberados por microorganismos que hidrolizan y
fermentan los sustratos.

Proteínas en Protozoos

Proteínas en la dieta Proteínas bacterianas

AGV   Cadena
lineal ramificada

ác. grasos aromáticos

Péptidos

Aminoácidos NH3

CO2

Otras
fuentes
de C

Urea

Mayor importancia
Importancia media

Importancia menor

Interacciones entre compuestos nitrogenados
Las proteínas de la dieta se convierten en proteínas mi-
crobianas. Numerosas especies presentan actividad pro-
teolítica, liberando péptidos, aminoácidos y amonio.  La
principal fuente de N para la mayoría de las especies, es
el amonio, aunque algunas especies no proteolíticas em-
plean aminoácidos.

La figura 3 (Wolin, 1979)  resume el metabolismo de las
proteínas en el rumen. Las proteínas de la dieta se con-
vierten principalmente en nitrógeno microbiano. Algunas
bacterias, como Bacteroides ruminicola pueden degradar
aminoácidos de cadena ramificada en los respectivos áci-
dos grasos, con un carbono menos.

Interacciones microbianas están involucradas también en
la degradación de proteínas de la dieta, como por ejem-
plo entre Ruminococcus albus y B. ruminicola en co-culti-
vo en medio con celulosa y caseína, como únicas fuentes
de energía  y N, respectivamente. El celulolítico R. albus

provee a la pareja con productos de la hidrólisis del poli-
sacárido. B. ruminicola degrada la caseína y libera amo-
nio e isobutirato requerido por el primero.

Fermentación de hidratos de carbono
Los polisacáridos de la dieta son la fuente principal de C y
energía  para los microorganismos del rumen. las interac-
ciones son numerosas y los productos de hidrólisis son
asimilados por la población asociada. A pesar de que la
celulasa está presente  en  pocas especies de bacterias,
protozoos y ficomicetos anaerobios, los productos de la
hidrólisis son sustrato para organismos no celulíticos.

Figura 3-  Metabolismo de proteínas en el rumen

celulosa + CO
2

Fibrobacter succinogenes

fragmentos de celulosa

succinato                                                                   Selenomonas ruminantium

      +

acetato           propionato

      +

formiato             acetato

              CO
2
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robiosis las que se inoculan e incuban en los medios es-
cogidos para efectuar el recuento de bacterias, mante-
niendo siempre la anaerobiosis.

Se usan diferentes cámaras de incubación con atmósfe-
ra controlada, en general con suficiente CO

2
, que man-

tiene el pH a niveles adecuados y es empleado por nu-
merosas  bacterias.  Se usa también una mezcla con
95% de CO

2
 y 5% de H

2
.

Se emplean medios no selectivos para recuento, aisla-
miento y mantenimiento  de bacterias del rumen. Los re-
cuentos se hacen en tubos con medio sólido, previamen-
te fundido a 45ºC antes de inocular, girado sobre las pare-
des hasta que el agar solidifica (roll-tubes). Las colonias
quedan incluidas en el agar, a lo largo del tubo.

Además de los medios no selectivos, se emplean gran
número de medios selectivos, que permiten evaluar gru-
pos particulares, como amilolíticos, pectinolíticos, lipolíti-
cos, metanogénicos.

Población microbiana del rumen

La población microbiana del rumen consiste en bacterias,
protozoos y hongos. La mayoría de la población microbia-
na son  bacterias cuyo número alcanza 1010 a 1011 bacte-
rias/g de contenido ruminal.  El balance  entre los tres
tipos principales de microorganismos y el equilibrio de
especies en cada grupo está también regulada por las
condiciones ambientales en el rumen, incluyendo los sus-
tratos aportados por la dieta.

Las bacterias pueden agruparse de acuerdo a sus formas
típicas (cocos, bacilos, espirilos), por su tamaño (general-
mente desde 0,3 a 50micras) y por sus estructuras. Tam-
bién pueden agruparse según el tipo de sustrato que fer-
mentan.

Las  especies presentes en el rumen degradan o utili-
zan productos tales como celulosa, hemicelulosas, al-
midón, azúcares, proteínas, ácidos orgánicos interme-
diarios, lípidos y producen metano. Una clasificación
más extendida puede incluir degradadores de la pecti-
na y productoras de amonio. La mayoría de las espe-

cies bacterianas del rumen pueden fermentar más de
un sustrato.

Las bacterias productoras de metano constituyen un gru-
po muy particular responsables de regular todos los pro-
cesos de fermentación en el rumen. Remueven el gas H

2

al reducir el CO
2
 con el H

2
 para dar metano. La produc-

ción de metano mantiene la concentración de H
2
 baja, lo

que permite a las bacterias metanogénicas promover el
crecimiento de otras especies bacterianas y una más efi-
ciente fermentación. También la remoción de H

2
 favorece

a  especies productoras de H
2
 aumentando los rendimien-

tos en biomasa con el resultado de mayor síntesis de cé-
lulas microbianas, e incremento de proteínas disponibles
para el rumiante.

Los protozoos en el rumen oscilan entre 105 a 106 /
gramo de rumen y son afectados por la alimentación.
Altos números de protozoos son generalmente encon-
trados en el rumen con dietas de alta digestibilidad.
Diferencias en la composición de la dieta estimulan a
distintos géneros de protozoos. Algunas géneros incre-
mentan con  dietas con grandes cantidades de azúca-
res solubles y otros géneros predominan con dietas de
alto nivel de almidón.

Los protozoos ingieren bacterias como fuente de proteí-
nas. Ellos también aparecen como estabilizadores de pro-
ductos finales de la fermentación.  Los protozoos, como
las bacterias y los hongos contribuyen a la digestión de
las fibras. Mientras que los protozoos son parte integral
de la población microbiana del rumen y ejercen marcado
efecto en la fermentación, su beneficio al rumiante es aun
controvertido.

Los hongos anaerobios constituyen el grupo más recien-
temente reconocido de microorganismos del rumen. Cuan-
do los animales se nutren con dieta rica en forrajes, los
hongos del rumen pueden contribuir con más del 8% de
la biomasa microbiana. Aunque no esté claro si estos hon-
gos son funcionalmente significativos, se ha mostrado que
pueden degradar celulosa y xilanos, indicando rol en la
digestión de fibras.

Existen tres ambientes interconectados en el rumen don-
de se localizan los microorganismos. La primera es la fase
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de la dieta, usan las de las bacterias fagocitadas.

El nivel proteico del rumen se incrementa cuando se eli-
minan los protozoos.

Eliminación de los protozoos: se logra  por varios pro-
cedimientos: cambios en la dieta, agregando varios agen-
tes químicos o aislando jóvenes animales. No se afecta
mucho el metabolismo del rumen, pero puede alterar el
balance de los productos: una dieta de granos con proto-
zoos presentes produce alto nivel de butirato, mientras
que sin ellos, domina el propionato.

Las funciones de los protozoos en el rumen son comple-
jas. Su eliminación parece aumentar el rendimiento mi-
crobiano y la absorción de aminoácidos por el animal, que
en dietas con pajas pobres, resultaría benéfico. Mientras
que en dietas ricas en almidón, los protozoos tendrían otro
rol benéfico controlando la acidosis: al englobar partícu-
las indiscriminadamente, inducen una latencia en la fer-
mentación del almidón, limitando la acidificación.

Obtención de energía por microorganismos
del rumen

El rumen es un ambiente estrictamente anaerobio, los AGV
son sus productos de excreción y son absorbidos directa-
mente desde el rumen hacia el huésped constituyendo la
principal fuente de energía. La fermentación de hidratos
de carbono es la principal fuente de energía para los mi-
croorganismos anaerobios del rumen. Las proteínas con-
tribuyen con menos del 1% del total de energía y el aporte
por el glicerol es menor.

La fermentación de glucosa en los 3 principales AGV con-
duce a:

ácido acético:       C
6
H

12
O

6
2CH

3
COOH+ CO

2
+ H

2

ácido propiónico:  C
6
H

12
O

6
2CH

3
-CH

2
-COOH + 2H

2
O

ácido butírico:    C
6
H

12
O

6
CH

3
CH

2
CH

2
COOH + 2CO

2 
+ H

2

Etapa final: metano (respiración anaerobia):
                        4H

2
 +CO

2
CH

4
 + 2H

2
0

 El animal obtiene más energía cuando se produce ácido
propiónico en relación al ácido acético. La liberación de
H

2
 y CH

4
 (producto de desecho) es mayor cuando se for-

ma ácido acético.

La principal pérdida  de energía se da por la liberación de
H

2
 y CH

4
. Vemos que la producción de 2 moles de ácido

propiónico a partir de un mol de hexosa, requiere H
2
 adi-

cional. El ácido propiónico actúa como ligando del H
2
 y

reduce la pérdida de energía por formación de metano.

Se aprecia la complejidad de este sistema biológico, mu-
chos de cuyos aspectos han sido estudiados extensiva-
mente, otros restan por investigarse.

Interacciones microbianas en el rumen

Las interacciones entre los numerosos microorganis-
mos se comprenden mejor al comparar al rumen con
un sistema dinámico y cambiante. Es precisamente
la flexibilidad de este complejo sistema que hace po-
sible la conversión de un amplio rango de sustratos
en AGV de los cuales depende el rumiante para obte-
ner energía.

Las interacciones  metabólicas entre las distintas pobla-
ciones del rumen resultan esenciales para sostener a la
comunidad microbiana y sus actividades. Productos del
metabolismo de algunos microorganismos son fuente de
energía para otros.  La liberación de vitaminas y produc-
tos del metabolismo del nitrógeno constituyen fuentes
para otros microorganismos. El tipo y grado de estas in-
teracciones regulan las concentraciones y actividades
de especies individuales  y la naturaleza cuali y cuanti-
tativa de los productos de la fermentación de los sustra-
tos ingeridos.

Interacciones nutritivas
Los rumiantes no requieren vitaminas del complejo B en
su dieta. Sus requerimientos son satisfechos por la micro-
flora del rumen. Es alto el número de especies que re-
quieren biotina y ácido para-amino benzóico (PABA) o bio-
tina y ácido fólico. La biotina se requiere para la decar-
boxilación del succinato a propionato, principal reacción
en la fermentación del rumen. ➤

 ➤

 ➤

 ➤
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líquida, el fluido ruminal, donde grupos de microorganis-
mos se encuentran libres, se nutren de proteínas y carbo-
hidratos solubles. Esta porción constituye un 25% de la
biomasa microbiana.

Luego se encuentra la fase sólida, donde los grupos mi-
crobianos asociados o adheridos a partículas alimenticias
digieren polisacáridos insolubles, como almidón o fibras,
así como a las proteínas  menos solubles. Constituyen
más del 70% de la biomasa microbiana.

En la última fase, un 5% de los microorganismos están
adheridos al epitelio del rumen o a los protozoos.

La adhesión de la microflora al rumen tiene importancia
para el rumiante. Para que las bacterias mantengan su
número en el rumen, es necesario que su tiempo de ge-
neración sea menor que el tiempo de reciclado de la in-
gesta del rumen. Como  la velocidad de pasaje de los
nutrientes por la fase particulada es mucho más lenta
que la de la fase líquida, las especies que se adhieren a
los materiales sólidos, son especies de crecimiento len-
to, y así, se evita su lavado fuera del rumen.

La composición de la dieta afecta el número y las pro-
porciones relativas de las diferentes especies micro-
bianas en el rumen.  La mayoría de los cambios en la
dieta requieren un período de transición para permitir
incrementar diferentes especies microbianas, periodo
que puede durar varios días. Cuando se incluyen gran-

des cantidades de hidratos de carbono fácilmente fer-
mentables, ocurren varios cambios en la población mi-
crobiana, con predominio de aquellos que producen y
utilizan lactato.

Los microorganismos productores de  lactato, sensibles a
la acidez, son remplazadas por consumidores de lactato,
ácido tolerantes.  Se puede producir una acidosis láctica
por este cambio brusco a una dieta rica en concentrados.
Se mantiene entonces alta la población que usa lactato para
evitar su excesiva acumulación, lo que provoca descenso
del pH del rumen a niveles muy ácidos, menores de 5,5.

El pH del rumen es uno de los factores que afectan las
poblaciones microbianas y los niveles de ácidos grasos
volátiles. El pH del rumen en el cual ciertas funciones son
optimizadas, puede variar. Los microorganismos que de-
gradan fibras son más activos a pH  6.2 a 6.8. Las bacte-
rias celulolíticas y metanogénicas pueden  reducirse cuan-
do el pH baja debajo de 6,0. Los degradadores del almi-
dón prefieren un pH más ácido de  5.2 a 6.0. Ciertos pro-
tozoos pueden deprimirse con pH debajo de 5.5. Para
satisfacer estas demandas, las dietas normales deben
mantener rangos de pH entre 5.8 a 6.4.

El cuadro 1 (van Soest, 1994) presenta los organismos
descriptos en el rumen. Las bacterias pequeñas cons-
tituyen la mitad de la biomasa en rumen normal,  pero
son responsables de la mayor actividad metabólica (ge-
neralmente en relación inversa al tamaño celular).

Cuadro 1.  Número y volumen relativo  de microorganismos en el rumen

Grupo Nº/mL Vol celular Biomasa tg % de la

(µ3  ) (mg/100mL) biomasa total

Bacterias pequeñas 1x1010 1 1.600 20min 60-90
Selenomonas 1x108 30   300

Oscillospira flagellates 1x106 250     25
Protozoos,ciliados 10-40
Entodinia 3x105 1x104    300 8h
Dashytricha + Diplodinia 3x104 1x105    300
Isotricha + Epidinia 1x104 1x106   1100 36h
Isotricha + Epidinia 1x104 1x105 24h   5-10
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y una gran proporción (más de 2/3) pueden ser lisados en
el rumen.

Los ciliados constituyen la población mayor en rumiantes
adultos y las  clases principales de ciliados son los holotri-
cos y los entodiniomorfos

* Holotricos: presentan cilias en toda la superficie celular

* Entodiniomorfos: la mayoría de la superficie no presenta
cilias, éstas están restringidas a un solo grupo alrede-
dor de la citofaringe (cavidad de entrada de nutrientes).
Los principales holotricos son Isotricha y Dasytricha

* Isotricha fermenta almidón, sacarosa, glucosa, pectina

* Isotricha intestinalis e Isotricha prostoma son dos espe-
cies encontradas en el rumen, su gran tamaño hace de
ellas las especies más conspicuas cuando el fluído es
analizado al microscopio

* Dasytricha – fermenta almidón, maltosa, celobiosa,
glucosa Dasytricha ruminantium  es  la única espe-
cie encontrada en el rumen. Los holotricos pueden
almacenar amilopectina (reservas carbonadas del
protozoo).

* Entodinia y Diplodinia  son  los principales géneros ento-
diniomorfos

Entodinium bursa y Entodinium caudatum son especies
comunes, pero se han descripto otras especies. Fermen-
tan almidón, hemicelulosa, celobiosa. glucosa, maltosa y
sacarosa

Diplodinia spp.  varias especies han sido aisladas e iden-
tificadas (ejemplo: Diplodinium polyplastron y Diplodinium

eudiplodinium). La mayoría fermenta celulosa, hemicelu-
losa, glucosa y almidón

Los ciliados difieren de las bacterias en varios aspec-
tos:

a) son muy móviles e invaden a los alimentos recién inge-
ridos tan rápidamente como las bacterias, a pesar de
su menor número.

b) son capaces de almacenar hidratos de carbono adi-
cionales en forma de un polímero insoluble, la amilo-
pectina

c) los Holotriches son más fácilmente destruidos por la
acidez  y los Entodiniomorphes son menos sensibles.

d) no pueden sintetizar aminoácidos a partir de compues-
tos simples de nitrógeno y dependen  de las bacterias,
cuyos aminoácidos emplean luego de fagocitarlas (1%
de las bacterias del rumen pueden ser fagocitadas por
cilados en cada minuto). Son responsables de la pro-
ducción de gran parte del amonio en el rumen

e) a diferencia de las bacterias, los ciliados del rumen no
son esenciales para los procesos de fermentación, pero
contribuyen a su eficiencia.

Ciliados celulolíticos
Pocos géneros de Epidinium están involucrados en la frag-
mentación de los restos vegetales. Secretan enzimas que
promueven la separación de las células y la fragmenta-
ción del material.

En condiciones adecuadas más de la mitad de la activi-
dad celulolítica del rumen se asocia con los ciliados. La
mayor actividad se da cuando la enzima es liberada luego
de la lisis celular que ocurre por exposición al O

2
 en la

ruminación o por hipotonía causada luego de la ingestión
de agua.

Ciliados amilolíticos
Todos los Entodiniomorphes emplean almidón, cuyo ex-
ceso almacenan como amilopectina. Sin embargo, uno
de los dos géneros de Holotriches no puede usar almi-
dón. La mayoría  prefiere azúcares  solubles y se mueven
rápidamente hacia ellos. Se estima que más de 1/3 de los
azúcares ingeridos por el animal puede convertirse en
amilopectina.

Otras fuentes de energía: Los ciliados son responsables
de del 30-40% de la lipolisis. Incrementan el contenido de
ácidos grasos saturados. Un 75% de los lípidos microbia-
nos están normalmente asociados con los ciliados, por lo
que su contribución al huésped puede ser significativa.
No son muy importantes en la degradación de proteínas
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Bacterias en el rumen

Las bacterias del rumen son integrantes de un consorcio
que realiza varias funciones vitales para el desarrollo del
huésped:

1) Las fibras y otros restos de polímeros vegetales no
degradados por enzimas del animal, son fermentados a
ácidos grasos volátiles, CO

2
 y CH

4
. Los AGV pasan las

paredes del rumen hacia el sistema circulatorio y son
oxidados en el hígado, constituyendo la mayor parte de
la energía requerida por el huésped (figura 1). También
se usan en la síntesis de materiales celulares.

2) La fermentación está acoplada al crecimiento micro-
biano y las proteínas de la biomasa constituyen  la prin-
cipal fuente de nitrógeno para el animal.

3) Los microorganismos del rumen sintetizan vitaminas,
sobretodo del complejo B, empleadas por el huésped.

4) Algunas bacterias degradan componentes tóxicos  de
la dieta. Ejemplo son los aminoácidos mimosina y sus
derivados, componentes del forraje de Leucaena, feno-
les vegetales, como la cumarina (1,2 benzopirona), la
canavanina, análoga de la arginina, componente de  la
leguminosa Canavalia ensiformis, que inhibe a algunas
bacterias del rumen, pero es hidrolizada por otras.

Representan la clase predominante de microorganismos:
1.1010  a 1011 /g de contenido ruminal.

Probablemente actúen más de 200 especies, pero sólo
unas pocas parecen tener significado cuantitativo. Las
nuevas técnicas de biología molecular que emplean son-
das génicas han hecho cambiar rápidamente la identifica-
ción de las bacterias ruminales  Se han  informado de  22
géneros y 63  especies.

La mayoría son anaerobios obligados, pero coexisten las
anaerobias facultativas que pueden representar un  107 to
108 por gramo de contenido ruminal, adheridas a las pa-
redes del rumen  y usan el O

2
 que difunde  del torrente

circulatorio. Son más fáciles de aislar, aunque no son im-
portantes en las funciones del rumen, pero se hacen do-
minantes en disfunciones de este sistema.  Las más im-
portantes son las que fermentan la celulosa.

Las actividades bioquímicas de las bacterias del rumen
han sido estudiadas con cierto detalle. Los estudios in-

vivo brindan información sobre el tipo de fermentación
dominante, pero  no sobre las actividades de cada espe-
cie. El examen microscópico directo del contenido rumi-
nal proporciona considerable información,  pero poca so-
bre las actividades de los microorganismos.

Microorganismos que emplean productos liberados por
otros pueden representar más del 60% del número de
especies y constituyen un importante grupo funcional. Pro-
ductos liberados en cultivo puro no han sido detectados
en el rumen: como etanol, succinato y formiato, debido al
metabolismo compartido, relaciones sintróficas.

El concepto de sintrofia difiere del de simbiosis, en que
más de 2 especies están involucradas y el beneficio mu-
tuo se relaciona a las fuentes nutritivas de energía. Los
grupos sintróficos relacionados a la degradación de fibras,
incluye, por ejemplo, a los celulolíticos, hemicelulolíticos
y microorganismos que los suceden, como las bacterias
metanogénicas. Las más competitivas presentan adhe-
sión  al sustrato y almacenamiento efectivo de la energía
dentro de la célula.

Las bacterias ruminales son muchas veces clasificadas
por el empleo de distintos sustratos y por los productos
finales de su metabolismo.

Las Eubacterias del rumen se caracterizan en base a:
morfología y Gram, productos de la fermentación, rango
de sustratos usados, relación molar (G+C)% de su ADN y
en menor grado por la composición de ácidos grasos en
los fosfolípidos.

El cuadro 2 presenta las características de bacterias Gram
negativas y Gram positivas del rumen (Stewart,  1991).

Las bacterias pequeñas constituyen más de la mitad de la
biomasa y son muy activas: digieren hidratos de carbono:
celulosa, hemicelulosa, pectina, almidón y azúcares. Otras
emplean celulodextrinas, pentosas, glucosa, lactato, suc-
cinato, formiato, H

2
, como fuentes de energía.

Veillonela parvula, por ejemplo, crece  principalmente en
lactato y Anaerovibrio en glicerol (liberado de los lípidos por
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Los hongos producen AGV, gases y trazas de etanol y
lactato.

Su contribución a la biomasa microbiana puede ser
baja, como la de los protozoos, ya que se ubican en la
ingesta de lento movimiento, evitando su rápido lava-
do. No son esenciales para la sobrevivencia de los ru-
miantes, están presentes en bajo número o aún au-
sentes en animales con dieta baja en fibras, pero se
piensa que contribuyen a la digestión de forrajes de
baja calidad.

Se necesitan mayores estudios para evaluar las funcio-
nes de los hongos en el rumen, sus interacciones con los
protozoos, bacterias celulolíticos, metanogénicas y otras
especies que emplean H

2
.

Protozoos del rumen

Constituyen los organismos más conspicuos en el ru-
men y en el tracto digestivo de algunos monogástri-
cos hervíboros y su rol ha sido debatido por décadas.
Forman gran proporción de la biomasa (20-40% del N
microbiano),  pero su contribución es menor por la
gran retención y su menor actividad metabólica.  Su
tiempo de generación es grande y la sobrevivencia
en el rumen depende de las estrategias que reducen
el lavado.

Pueden representar una biomasa igual o mayor que la de
las bacterias.

Su contribución a la fermentación en el rumen no está
muy clara, en parte por la dificultad de cultivo libre de bac-
terias, a las que predan. Esta constituye su principal fun-
ción: ingieren partículas del tamaño de las bacterias, así
como almidón, fibras, cloroplastos. La mayoría de las téc-
nicas de estudio involucran eliminación de las bacterias:
químicamente (agentes activos de superficie), por conge-
lamiento del líquido ruminal.

Se piensa que la actividad celulolítica se realice por  la
flora bacteriana asociada. Algunos autores los conside-
ran minirumiantes que albergan bacterias celulolíticas y
otras que metabolizan lo que ellos ingieren.

La concentración típica en el rumen varía entre 104 a 106

protozoos por mL.  Los valores pueden bajar a102 a 103 /
mL con dietas altamente concentradas. Todos los proto-
zoos del rumen son estrictamente anaerobios. Disminu-
yen en número desde el nacimiento a la madurez del ani-
mal. La menor concentración se encuentra en rumiantes
adultos. La acidez disminuye el número de protozoos, pero
no los elimina totalmente

Variedad de especies se encuentran sobre el forraje y en
las dietas mezclas (forrajes/concentrados).

Rol de los protozoos: regulan la relación protozoo/ bac-
teria, parecen actuar como predatores no selectivos.

La degradación de las proteínas microbianas por los pro-
tozoos contribuye a aumentar el amonio del rumen, pue-
den contener 10 a 40% del N total del rumen. Sin em-
bargo, el flujo de proteínas de los protozoos hacia el duo-
deno es menor que lo esperado desde la masa ruminal,
indicando probablemente un reciclamiento de las pro-
teínas de los protozoos en el rumen. Absorben almidón
y pueden almacenar glicógeno. Pueden ser benéficos
estimulando la fermentación ruminal. Liberan productos
finales de la fermentación, sobretodo acetato, butirato,
butirato e H

2
.

La eliminación de los protozoos incrementa la proporción
de  propionato en el fluído ruminal

La mayoría de los componentes son Ciliata, los organis-
mos unicelulares más complejos. Su biomasa es en ge-
neral similar a la de las bacterias,  pero pueden sobre-
pasarla más de 3 veces según la dieta, o incluso des-
aparecer. Su densidad es del orden de 105-106/mL. Las
distintas especies varían en tamaño entre 25 a 250
micras, agrupados en 17 géneros de la sub-clase Ento-

diniomorphes y 2 géneros de la sub-clase Holotriches,
que difieren en su morfología y metabolismo. Las espe-
cies presentes varían con la especie animal, la locali-
dad, la dieta.

Los tiempos de generación varían entre 0,5 a 2 días. Los
más lentos pueden desaparecer con los fluídos del ru-
men, pero varios permanecen adheridos a fragmentos de
alimento, por lo que son más retenidos que las bacterias
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lipasas) y fructosa. Las celulolíticas, como Ruminococcus y
Fibrobacter crecen sobretodo en celulosa, aunque muchas
especies hidrolizan hemicelulosas, pero en general  no em-
plean los productos de la hidrólisis. Bacteroidamylophilus

degrada almidón y azúcares derivados del almidón.

Bacterias versátiles incluyen Butyrivibrio, algunas de cu-
yas especies son celulolíticas, Bacteroides ruminicola y
Selenomonas. Clostridium polysaccharolyticum es uno de
las pocas bacterias del rumen capaces de emplear celu-
losa y almidón como sustratos.

Cuadro 2  Algunas bacterias G
+
 y G

-
 del rumen

Gram positivas

Especie Morfología (G+C)% Productos Sustratos

Bacteroides ruminicola bacilo 49-50 AS amplio: hidrol.proteinas

Ruminobacte amylophilus « 40.42 FAS almidón

Fibrobacter succinogenes « 47-49 AS celulosa

Selenomonas ruminantium variada 54 LPA amplio

Butyrivibrio fibrisolvens bacilo curvo 36-41 FBA FBA

Anaerovibrio lipolytica bacilo ND PSA lipolítico

Veillonella  parvula Cocos 38-41 AP H
2

lactato

Succinimonas amylolytica cocos ND S Almidón

Gram negativas

Ruminococcus albus cocos 42-46 A H
2
 CO

2
celulosa

R. flavefaciens cocos 39-44 AS H
2

celulosa

Streptococcus bovis cocos 37-39 L CO
2

almidón

Lachnospira  multiparus bacilos ND FAL H
2
 CO

2
pectina

Eubacterium riminantium bacilos ND FBL CO
2

xilano

E. oxidoreducens bacilos 36 L H
2

aromáticos ?

Lactobacillus ruminis bacilos 44-47 L azúcares

L. vitulinus bacilos 34-37 L  azúcares

Clostridium   polysaccharolyticum bacilos ND FBA H
2

celulosa/almidón

(esporas)

F=formiato; A=acetato; P=propionato; B=butirato; V=valerato;
S= succinato; L= lactosa;  ND= no determinado
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Bacterias hidrolíticas

Oligosacáridos y azúcares solubles, productos finales de la
degradación de la celulosa, son empleados por numerosos
microorganismos que los  degradan obteniendo energía,
de modo que la biomasa crece rápidamente. Se forma ATP,
poder reductor (NADH) y ferredoxina reducida, que se reci-
clan por oxidación con liberación de H

2
, que puede inhibir a

las enzimas responsables. Otros mecanismos biosintéticos
ocurren, con producción de propionato y butirato, pero esta
diversificación puede limitarse en el rumen por las bacte-
rias  metanogénicas   (CO

2
 + H

2
= CH

4
).

Otras fuentes de energía

Lípidos
Sólo bajos niveles de lípidos (7%) son adecuados en la
dieta del rumiante. A niveles más altos, la liberación de
ácidos grasos por su hidrólisis inhibe la digestión de las
fibras, posiblemente  por recubrimiento superficial de las
partículas que limita la adhesión bacteriana. Algunas bac-
terias convierten el glicerol liberado en AGV, otras hidro-
genan ácidos no saturados convirtiéndolos en saturados

Acidos grasos volátiles
En el rumen existen bacterias que usan AGV, pero como
ellos son rápidamente asimilados por el animal, su núme-
ro permanece bajo. Entonces, de los productos finales de
la fermentación del rumen:

a) los AGV son metabolizados sólo por microorganismos
que no prosperan  en el ambiente del rumen,

b) el CO
2
 se produce más rápido que lo que se usa y cons-

tituye (dependiendo del tipo de fermentación) cerca de
65% de los gases expelidos por el animal y

c)  el metano, que constituye el resto del 35%, no puede
aportar energía a los microorganismos en las condicio-
nes anaerobias del rumen.

Hongos del rumen

El aporte de hongos Phycomycetes en las fermentacio-
nes del rumen ha sido reconocido recientemente y pue-

den constituir hasta el 8% de la biomasa intra-ruminal.
Los flagelados, con sus zoosporas móviles, se confundie-
ron mucho tiempo con protozoos y colonizan regiones
dañadas de los tejidos vegetales en las 2 horas  de la
ingestión en respuesta  a materiales solubles. En las 22
horas más del 30% de las partículas mayores se aprecian
invadidas por rizoides.

En cultivo puro algunos de estos hongos fermentan celu-
losa, liberando acetato, lactato, CO

2
 e H

2
. La celulasa li-

berada al medio incrementa la degradación. Hemicelulo-
sas, xilanos, almidón y azúcares son también fermenta-
dos. La lignina no parece ser degradada por los hongos
anaerobios del rumen.

Su principal rol parece relacionado  a facilitar la des-

aparición de  la pared celular.

Las principales especies descriptas son:
Neocallimastix frontalis, Sphaeromonas communis, y Pyro-

monas communis.

Parecen importantes en dietas con alto contenido de fo-
rrajes, pero en general su contribución a la digestión no
está aún bien definida. Atacan residuos vegetales y pue-
den degradar celulosa y xilanos. Su rol en la digestión de
fibras parece ser relativamente menor que la de las bac-
terias

Han sido identificadas especies de 4 géneros: Neocalli-

mastix, Caecomyces (formalmente Sphaeromona),
Pyromyces (formalmente Phyromonas) y Orpinomyces

(Theodorou et al., 1992). Resultan más fáciles de cultivar
que los protozoos y su ciclo de vida involucra un cuerpo
de fructificación (esporangio), originado a partir de una
zoospora móvil que se adhiere a las fibras y desarrolla
esporangios y filamentos rizoidales, que penetran la ma-
triz lignocelulósica, donde actúan las enzimas.

Los hongos liberan un complejo celulósico más soluble
que el de las bacterias y atacan partículas rugosas a las
que fermentan más rápidamente que las bacterias. Ali-
mentos finamente molidos o altamente concentrados pre-
sentan menos hongos. Existe evidencia  de que su inocu-
lación puede incrementar la digestión  de las fibras asi
como el desarrollo de jóvenes rumiantes.
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Bacterias celulolíticas

La degradación de la celulosa es definida usualmente
como la principal función del rumen. Las enzimas respon-
sables de la degradación de la celulosa la presentan  prin-
cipalmente en bacterias. Los vertebrados carecen de es-
tas enzimas. Principales especies:

a) Fibrobacter succinogenes - bacilos o cocos Gram-

b) Ruminococcus albus - cocos Gram+

c) Ruminococcus flavefaciens – cocos Gram+

Las tres especies degradan celulosa a velocidad cons-
tante  sobre la superficie de las fibras, decrecen por
la predación por los protozoos, presentan especifici-
dad de sustratos, usan celulosa o sus productos de
hidrólisis.

Forman una cubierta extracelular que les permite adhe-
sión a la celulosa. Las enzimas se localizan cerca o en la
superficie del organismo, lo que probablemente disminu-
ye la pérdida de  celulasas por proteolisis. Como resulta-
do, la actividad celulolítica del fluido ruminal es mínima.
Su desarrollo sigue una cinética de primer orden, depen-
diendo de la disponibilidad de sustrato, más probablemente
de la disponibilidad de la celulosa.  Producen primaria-
mente succinato y acetato como productos finales de la
fermentación

Las tres especies son anaerobias estrictas y presentan
un estrecho rango de pH para su crecimiento -pH 6 a 7-.
Requieren ciertos AGV de cadena ramificada para su cre-
cimiento. En cultivos mixtos, estos son aportados por bac-
terias que fermentan aminoácidos

Muchas de las especies celulolíticas pueden también de-
gradar la fracción mal llamada hemicelulosa.

En medios de cultivo, las bacterias producen  metabolitos
diferentes que en el rumen, ya que allí las bacterias están
asociadas y los productos finales de una son empleados
por otras. Así, B. succinogenes libera succinato a partir
de celulosa, pero in vivo, éste es convertido por otras es-
pecies en propionato, uno de los principales productos de
la fermentación.

Las bacterias celulolíticas colonizan la superficie de res-
tos vegetales en los 5 minutos de su entrada al rumen.
Como existe amonio, ellas se multiplican rápidamente. El
agregado de urea al alimento, favorece esta multiplica-
ción. Sin embargo, si el pH del rumen cae debajo de 6,0,
el crecimiento de las bacterias y la celulolisis se hacen
más lentas. Debajo de 5,6 su desarrollo cesa, de modo
que la presencia en la dieta de productos que favorecen
la acidez, inhiben la digestión de materiales fibrosos. Dis-
minuyen también en presencia de sustratos competitivos,
como el almidón.

Principales bacterias xilanolíticas

a) Butyrivibrio fibrisolvens – bacilos curvos Gram positi-
vos. Los ácidos butírico, fórmico, acético y láctico son
los principales productos finales de la fermentación

b) Prevotella ruminicola (formalmente Bacteroides rumi-

nicola) – bacilos Gram negativos. Los ácidos succínico,
acético y fórmico son los principales productos finales

Se conoce menos sobre la biodegradación de los xilanos
en relación con la celulosa.

Bacterias amilolíticas

La mayoría de las bacterias amilolíticas son incapaces de
usar celulosa. Las enzimas amilolíticas están muy distri-
buidas entre las bacterias y son ellas la que aseguran la
conversión de materiales amiláceos, como granos de ce-
reales, en ácidos grasos volátiles.

Con amonio, el proceso es más eficiente. Asi, Streptococ-

cus bovis produce acetato y etanol cuando se multiplica
lentamente, pero forma lactato si crece rápidamente. Esta
especie es más tolerante a la acidez que la mayoría de
las bacterias del rumen. No son muy abundantes, pero
se hacen dominantes si la acumulación de ácido láctico
sobrepasa la capacidad tampón del rumen. Severa acido-
sis (pH 5,0) puede ocurrir cuando la dieta se cambia abrup-
tamente de celulosa a almidón o sacarosa.

La microflora que convierte lactato en acetato y propio-
nato no está presente en número suficiente o se multi-
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plica más lentamente que el S. bovis y es inhibida cuan-
do el pH cae.

Las enzimas para la degradación del almidón están am-
pliamente distribuidas entre bacterias, protozoos y hon-
gos. Principales especies:

a) Bacteroides amylophilus - bacilos y formas cocoides,
Gram-

b) Streptococcus bovis - cocos Gram+

c) Selenomonas ruminantium – bacilos Gram negativos
    Pueden  representar entre el 22 al 51% del  total de los

recuentos de viables.  El principal sustrato es el almi-
dón pero pueden usar lactato. La actividad α-amilasa
está presente en algunas especies (ej.  B. bovis), pero
no parecen atacar directamente al almidón. Algunas
especies  (ej. B. amylophilus) atacan gránulos de almi-
dón y parecen tener una α-amilasa intracelular.

Principales bacterias proteolíticas

El catabolismo de proteínas y aminoácidos que libera
amonio en el rumen es de gran interés en la nutrición del
animal, aunque su exceso puede ocasionar problemas.
El amonio es también requerido por microorganismos fer-
mentadores, algunos de los cuales pueden también usar
aminoácidos o péptidos.

Las proteinas de la microflora constituyen la fuen-
te primaria de N para el animal.
La mayoría de las proteínas contenidas en la dieta son
rápidamente hidrolizadas en el rumen. Parte de los ami-
noácidos son inmovilizados por bacterias y protozoos, los
restantes son fuente de energía y son degradadas a AGV
y amonio. El exceso de amonio es absorbido por el ani-
mal y convertido en urea en el hígado.

La actividad proteolítica está ampliamente distribuida en-
tre los microorganismos del rumen, se ha detectado en
más del 38% de los aislamientos a partir de rumen de
ganado vacuno. La degradación de aminoácidos parece
ser más especializada.

Especies recientemente identificadas:
(a) Peptostreptococcus anaerobius, Clostridium  sticklan-

dii, y Clostridium aminophilum

Son fermentadoras rápidos de aminoácidos a amonio. La
proteolisis y la fermentación de aminoácidos son impor-
tantes fuentes de AGV de cadena ramificada para espe-
cies celulolíticas y proveen de amonio para especies que
lo prefieren como fuente de N.

Las bacterias se adhieren a la pared del rumen y pueden
jugar rol en la hidrólisis de la urea.

Muchas de esas especies son anaerobias facultativas.

Organismos Gram negativos del fluido ruminal pueden
colonizar la pared del rumen. Las colonias de la pared
ruminal invaden áreas dañadas, accediendo a la vena
porta, con formación de abcesos en el hígado.

Bacterias metanogénicas

El mecanismo primario de producción de metano en el
rumen es la  reducción del CO

2
.

Se  función es mantener baja la concentración de hidró-
geno en el  rumen, lo que facilita un crecimiento más efi-
ciente de otras bacterias del rumen. Los organismos me-
tanogénicos predominantes son generalmente bacilos
Gram positivos.

Methanobrevibacter ruminantium, Methanobacterium  for-

micicum y Methanomicrobium mobile.

Este grupo puede producir más de 200 litros de CH
4
 por

día en una vaca de 500 kg. Este gas es expelido, en parte
con el CO

2
 por el animal. Condiciones que restringen la

metanogénesis favorecen la producción de propionato e
incrementan la relación propionato/acetato en los produc-
tos finales de la fermentación.

La metanogénesis promueve la síntesis de ATP, el creci-
miento microbiano y la producción de acetato, con la pér-
dida de más de 15% de la energía del alimento, como
metano.
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Bacterias celulolíticas

La degradación de la celulosa es definida usualmente
como la principal función del rumen. Las enzimas respon-
sables de la degradación de la celulosa la presentan  prin-
cipalmente en bacterias. Los vertebrados carecen de es-
tas enzimas. Principales especies:

a) Fibrobacter succinogenes - bacilos o cocos Gram-

b) Ruminococcus albus - cocos Gram+

c) Ruminococcus flavefaciens – cocos Gram+

Las tres especies degradan celulosa a velocidad cons-
tante  sobre la superficie de las fibras, decrecen por
la predación por los protozoos, presentan especifici-
dad de sustratos, usan celulosa o sus productos de
hidrólisis.

Forman una cubierta extracelular que les permite adhe-
sión a la celulosa. Las enzimas se localizan cerca o en la
superficie del organismo, lo que probablemente disminu-
ye la pérdida de  celulasas por proteolisis. Como resulta-
do, la actividad celulolítica del fluido ruminal es mínima.
Su desarrollo sigue una cinética de primer orden, depen-
diendo de la disponibilidad de sustrato, más probablemente
de la disponibilidad de la celulosa.  Producen primaria-
mente succinato y acetato como productos finales de la
fermentación

Las tres especies son anaerobias estrictas y presentan
un estrecho rango de pH para su crecimiento -pH 6 a 7-.
Requieren ciertos AGV de cadena ramificada para su cre-
cimiento. En cultivos mixtos, estos son aportados por bac-
terias que fermentan aminoácidos

Muchas de las especies celulolíticas pueden también de-
gradar la fracción mal llamada hemicelulosa.

En medios de cultivo, las bacterias producen  metabolitos
diferentes que en el rumen, ya que allí las bacterias están
asociadas y los productos finales de una son empleados
por otras. Así, B. succinogenes libera succinato a partir
de celulosa, pero in vivo, éste es convertido por otras es-
pecies en propionato, uno de los principales productos de
la fermentación.

Las bacterias celulolíticas colonizan la superficie de res-
tos vegetales en los 5 minutos de su entrada al rumen.
Como existe amonio, ellas se multiplican rápidamente. El
agregado de urea al alimento, favorece esta multiplica-
ción. Sin embargo, si el pH del rumen cae debajo de 6,0,
el crecimiento de las bacterias y la celulolisis se hacen
más lentas. Debajo de 5,6 su desarrollo cesa, de modo
que la presencia en la dieta de productos que favorecen
la acidez, inhiben la digestión de materiales fibrosos. Dis-
minuyen también en presencia de sustratos competitivos,
como el almidón.

Principales bacterias xilanolíticas

a) Butyrivibrio fibrisolvens – bacilos curvos Gram positi-
vos. Los ácidos butírico, fórmico, acético y láctico son
los principales productos finales de la fermentación

b) Prevotella ruminicola (formalmente Bacteroides rumi-

nicola) – bacilos Gram negativos. Los ácidos succínico,
acético y fórmico son los principales productos finales

Se conoce menos sobre la biodegradación de los xilanos
en relación con la celulosa.

Bacterias amilolíticas

La mayoría de las bacterias amilolíticas son incapaces de
usar celulosa. Las enzimas amilolíticas están muy distri-
buidas entre las bacterias y son ellas la que aseguran la
conversión de materiales amiláceos, como granos de ce-
reales, en ácidos grasos volátiles.

Con amonio, el proceso es más eficiente. Asi, Streptococ-

cus bovis produce acetato y etanol cuando se multiplica
lentamente, pero forma lactato si crece rápidamente. Esta
especie es más tolerante a la acidez que la mayoría de
las bacterias del rumen. No son muy abundantes, pero
se hacen dominantes si la acumulación de ácido láctico
sobrepasa la capacidad tampón del rumen. Severa acido-
sis (pH 5,0) puede ocurrir cuando la dieta se cambia abrup-
tamente de celulosa a almidón o sacarosa.

La microflora que convierte lactato en acetato y propio-
nato no está presente en número suficiente o se multi-
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plica más lentamente que el S. bovis y es inhibida cuan-
do el pH cae.

Las enzimas para la degradación del almidón están am-
pliamente distribuidas entre bacterias, protozoos y hon-
gos. Principales especies:

a) Bacteroides amylophilus - bacilos y formas cocoides,
Gram-

b) Streptococcus bovis - cocos Gram+

c) Selenomonas ruminantium – bacilos Gram negativos
    Pueden  representar entre el 22 al 51% del  total de los

recuentos de viables.  El principal sustrato es el almi-
dón pero pueden usar lactato. La actividad α-amilasa
está presente en algunas especies (ej.  B. bovis), pero
no parecen atacar directamente al almidón. Algunas
especies  (ej. B. amylophilus) atacan gránulos de almi-
dón y parecen tener una α-amilasa intracelular.

Principales bacterias proteolíticas

El catabolismo de proteínas y aminoácidos que libera
amonio en el rumen es de gran interés en la nutrición del
animal, aunque su exceso puede ocasionar problemas.
El amonio es también requerido por microorganismos fer-
mentadores, algunos de los cuales pueden también usar
aminoácidos o péptidos.

Las proteinas de la microflora constituyen la fuen-
te primaria de N para el animal.
La mayoría de las proteínas contenidas en la dieta son
rápidamente hidrolizadas en el rumen. Parte de los ami-
noácidos son inmovilizados por bacterias y protozoos, los
restantes son fuente de energía y son degradadas a AGV
y amonio. El exceso de amonio es absorbido por el ani-
mal y convertido en urea en el hígado.

La actividad proteolítica está ampliamente distribuida en-
tre los microorganismos del rumen, se ha detectado en
más del 38% de los aislamientos a partir de rumen de
ganado vacuno. La degradación de aminoácidos parece
ser más especializada.

Especies recientemente identificadas:
(a) Peptostreptococcus anaerobius, Clostridium  sticklan-

dii, y Clostridium aminophilum

Son fermentadoras rápidos de aminoácidos a amonio. La
proteolisis y la fermentación de aminoácidos son impor-
tantes fuentes de AGV de cadena ramificada para espe-
cies celulolíticas y proveen de amonio para especies que
lo prefieren como fuente de N.

Las bacterias se adhieren a la pared del rumen y pueden
jugar rol en la hidrólisis de la urea.

Muchas de esas especies son anaerobias facultativas.

Organismos Gram negativos del fluido ruminal pueden
colonizar la pared del rumen. Las colonias de la pared
ruminal invaden áreas dañadas, accediendo a la vena
porta, con formación de abcesos en el hígado.

Bacterias metanogénicas

El mecanismo primario de producción de metano en el
rumen es la  reducción del CO

2
.

Se  función es mantener baja la concentración de hidró-
geno en el  rumen, lo que facilita un crecimiento más efi-
ciente de otras bacterias del rumen. Los organismos me-
tanogénicos predominantes son generalmente bacilos
Gram positivos.

Methanobrevibacter ruminantium, Methanobacterium  for-

micicum y Methanomicrobium mobile.

Este grupo puede producir más de 200 litros de CH
4
 por

día en una vaca de 500 kg. Este gas es expelido, en parte
con el CO

2
 por el animal. Condiciones que restringen la

metanogénesis favorecen la producción de propionato e
incrementan la relación propionato/acetato en los produc-
tos finales de la fermentación.

La metanogénesis promueve la síntesis de ATP, el creci-
miento microbiano y la producción de acetato, con la pér-
dida de más de 15% de la energía del alimento, como
metano.
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lipasas) y fructosa. Las celulolíticas, como Ruminococcus y
Fibrobacter crecen sobretodo en celulosa, aunque muchas
especies hidrolizan hemicelulosas, pero en general  no em-
plean los productos de la hidrólisis. Bacteroidamylophilus

degrada almidón y azúcares derivados del almidón.

Bacterias versátiles incluyen Butyrivibrio, algunas de cu-
yas especies son celulolíticas, Bacteroides ruminicola y
Selenomonas. Clostridium polysaccharolyticum es uno de
las pocas bacterias del rumen capaces de emplear celu-
losa y almidón como sustratos.

Cuadro 2  Algunas bacterias G
+
 y G

-
 del rumen

Gram positivas

Especie Morfología (G+C)% Productos Sustratos

Bacteroides ruminicola bacilo 49-50 AS amplio: hidrol.proteinas

Ruminobacte amylophilus « 40.42 FAS almidón

Fibrobacter succinogenes « 47-49 AS celulosa

Selenomonas ruminantium variada 54 LPA amplio

Butyrivibrio fibrisolvens bacilo curvo 36-41 FBA FBA

Anaerovibrio lipolytica bacilo ND PSA lipolítico

Veillonella  parvula Cocos 38-41 AP H
2

lactato

Succinimonas amylolytica cocos ND S Almidón

Gram negativas

Ruminococcus albus cocos 42-46 A H
2
 CO

2
celulosa

R. flavefaciens cocos 39-44 AS H
2

celulosa

Streptococcus bovis cocos 37-39 L CO
2

almidón

Lachnospira  multiparus bacilos ND FAL H
2
 CO

2
pectina

Eubacterium riminantium bacilos ND FBL CO
2

xilano

E. oxidoreducens bacilos 36 L H
2

aromáticos ?

Lactobacillus ruminis bacilos 44-47 L azúcares

L. vitulinus bacilos 34-37 L  azúcares

Clostridium   polysaccharolyticum bacilos ND FBA H
2

celulosa/almidón

(esporas)

F=formiato; A=acetato; P=propionato; B=butirato; V=valerato;
S= succinato; L= lactosa;  ND= no determinado
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Bacterias hidrolíticas

Oligosacáridos y azúcares solubles, productos finales de la
degradación de la celulosa, son empleados por numerosos
microorganismos que los  degradan obteniendo energía,
de modo que la biomasa crece rápidamente. Se forma ATP,
poder reductor (NADH) y ferredoxina reducida, que se reci-
clan por oxidación con liberación de H

2
, que puede inhibir a

las enzimas responsables. Otros mecanismos biosintéticos
ocurren, con producción de propionato y butirato, pero esta
diversificación puede limitarse en el rumen por las bacte-
rias  metanogénicas   (CO

2
 + H

2
= CH

4
).

Otras fuentes de energía

Lípidos
Sólo bajos niveles de lípidos (7%) son adecuados en la
dieta del rumiante. A niveles más altos, la liberación de
ácidos grasos por su hidrólisis inhibe la digestión de las
fibras, posiblemente  por recubrimiento superficial de las
partículas que limita la adhesión bacteriana. Algunas bac-
terias convierten el glicerol liberado en AGV, otras hidro-
genan ácidos no saturados convirtiéndolos en saturados

Acidos grasos volátiles
En el rumen existen bacterias que usan AGV, pero como
ellos son rápidamente asimilados por el animal, su núme-
ro permanece bajo. Entonces, de los productos finales de
la fermentación del rumen:

a) los AGV son metabolizados sólo por microorganismos
que no prosperan  en el ambiente del rumen,

b) el CO
2
 se produce más rápido que lo que se usa y cons-

tituye (dependiendo del tipo de fermentación) cerca de
65% de los gases expelidos por el animal y

c)  el metano, que constituye el resto del 35%, no puede
aportar energía a los microorganismos en las condicio-
nes anaerobias del rumen.

Hongos del rumen

El aporte de hongos Phycomycetes en las fermentacio-
nes del rumen ha sido reconocido recientemente y pue-

den constituir hasta el 8% de la biomasa intra-ruminal.
Los flagelados, con sus zoosporas móviles, se confundie-
ron mucho tiempo con protozoos y colonizan regiones
dañadas de los tejidos vegetales en las 2 horas  de la
ingestión en respuesta  a materiales solubles. En las 22
horas más del 30% de las partículas mayores se aprecian
invadidas por rizoides.

En cultivo puro algunos de estos hongos fermentan celu-
losa, liberando acetato, lactato, CO

2
 e H

2
. La celulasa li-

berada al medio incrementa la degradación. Hemicelulo-
sas, xilanos, almidón y azúcares son también fermenta-
dos. La lignina no parece ser degradada por los hongos
anaerobios del rumen.

Su principal rol parece relacionado  a facilitar la des-

aparición de  la pared celular.

Las principales especies descriptas son:
Neocallimastix frontalis, Sphaeromonas communis, y Pyro-

monas communis.

Parecen importantes en dietas con alto contenido de fo-
rrajes, pero en general su contribución a la digestión no
está aún bien definida. Atacan residuos vegetales y pue-
den degradar celulosa y xilanos. Su rol en la digestión de
fibras parece ser relativamente menor que la de las bac-
terias

Han sido identificadas especies de 4 géneros: Neocalli-

mastix, Caecomyces (formalmente Sphaeromona),
Pyromyces (formalmente Phyromonas) y Orpinomyces

(Theodorou et al., 1992). Resultan más fáciles de cultivar
que los protozoos y su ciclo de vida involucra un cuerpo
de fructificación (esporangio), originado a partir de una
zoospora móvil que se adhiere a las fibras y desarrolla
esporangios y filamentos rizoidales, que penetran la ma-
triz lignocelulósica, donde actúan las enzimas.

Los hongos liberan un complejo celulósico más soluble
que el de las bacterias y atacan partículas rugosas a las
que fermentan más rápidamente que las bacterias. Ali-
mentos finamente molidos o altamente concentrados pre-
sentan menos hongos. Existe evidencia  de que su inocu-
lación puede incrementar la digestión  de las fibras asi
como el desarrollo de jóvenes rumiantes.



Lillian Frioni328

Bacterias en el rumen

Las bacterias del rumen son integrantes de un consorcio
que realiza varias funciones vitales para el desarrollo del
huésped:

1) Las fibras y otros restos de polímeros vegetales no
degradados por enzimas del animal, son fermentados a
ácidos grasos volátiles, CO

2
 y CH

4
. Los AGV pasan las

paredes del rumen hacia el sistema circulatorio y son
oxidados en el hígado, constituyendo la mayor parte de
la energía requerida por el huésped (figura 1). También
se usan en la síntesis de materiales celulares.

2) La fermentación está acoplada al crecimiento micro-
biano y las proteínas de la biomasa constituyen  la prin-
cipal fuente de nitrógeno para el animal.

3) Los microorganismos del rumen sintetizan vitaminas,
sobretodo del complejo B, empleadas por el huésped.

4) Algunas bacterias degradan componentes tóxicos  de
la dieta. Ejemplo son los aminoácidos mimosina y sus
derivados, componentes del forraje de Leucaena, feno-
les vegetales, como la cumarina (1,2 benzopirona), la
canavanina, análoga de la arginina, componente de  la
leguminosa Canavalia ensiformis, que inhibe a algunas
bacterias del rumen, pero es hidrolizada por otras.

Representan la clase predominante de microorganismos:
1.1010  a 1011 /g de contenido ruminal.

Probablemente actúen más de 200 especies, pero sólo
unas pocas parecen tener significado cuantitativo. Las
nuevas técnicas de biología molecular que emplean son-
das génicas han hecho cambiar rápidamente la identifica-
ción de las bacterias ruminales  Se han  informado de  22
géneros y 63  especies.

La mayoría son anaerobios obligados, pero coexisten las
anaerobias facultativas que pueden representar un  107 to
108 por gramo de contenido ruminal, adheridas a las pa-
redes del rumen  y usan el O

2
 que difunde  del torrente

circulatorio. Son más fáciles de aislar, aunque no son im-
portantes en las funciones del rumen, pero se hacen do-
minantes en disfunciones de este sistema.  Las más im-
portantes son las que fermentan la celulosa.

Las actividades bioquímicas de las bacterias del rumen
han sido estudiadas con cierto detalle. Los estudios in-

vivo brindan información sobre el tipo de fermentación
dominante, pero  no sobre las actividades de cada espe-
cie. El examen microscópico directo del contenido rumi-
nal proporciona considerable información,  pero poca so-
bre las actividades de los microorganismos.

Microorganismos que emplean productos liberados por
otros pueden representar más del 60% del número de
especies y constituyen un importante grupo funcional. Pro-
ductos liberados en cultivo puro no han sido detectados
en el rumen: como etanol, succinato y formiato, debido al
metabolismo compartido, relaciones sintróficas.

El concepto de sintrofia difiere del de simbiosis, en que
más de 2 especies están involucradas y el beneficio mu-
tuo se relaciona a las fuentes nutritivas de energía. Los
grupos sintróficos relacionados a la degradación de fibras,
incluye, por ejemplo, a los celulolíticos, hemicelulolíticos
y microorganismos que los suceden, como las bacterias
metanogénicas. Las más competitivas presentan adhe-
sión  al sustrato y almacenamiento efectivo de la energía
dentro de la célula.

Las bacterias ruminales son muchas veces clasificadas
por el empleo de distintos sustratos y por los productos
finales de su metabolismo.

Las Eubacterias del rumen se caracterizan en base a:
morfología y Gram, productos de la fermentación, rango
de sustratos usados, relación molar (G+C)% de su ADN y
en menor grado por la composición de ácidos grasos en
los fosfolípidos.

El cuadro 2 presenta las características de bacterias Gram
negativas y Gram positivas del rumen (Stewart,  1991).

Las bacterias pequeñas constituyen más de la mitad de la
biomasa y son muy activas: digieren hidratos de carbono:
celulosa, hemicelulosa, pectina, almidón y azúcares. Otras
emplean celulodextrinas, pentosas, glucosa, lactato, suc-
cinato, formiato, H

2
, como fuentes de energía.

Veillonela parvula, por ejemplo, crece  principalmente en
lactato y Anaerovibrio en glicerol (liberado de los lípidos por
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Los hongos producen AGV, gases y trazas de etanol y
lactato.

Su contribución a la biomasa microbiana puede ser
baja, como la de los protozoos, ya que se ubican en la
ingesta de lento movimiento, evitando su rápido lava-
do. No son esenciales para la sobrevivencia de los ru-
miantes, están presentes en bajo número o aún au-
sentes en animales con dieta baja en fibras, pero se
piensa que contribuyen a la digestión de forrajes de
baja calidad.

Se necesitan mayores estudios para evaluar las funcio-
nes de los hongos en el rumen, sus interacciones con los
protozoos, bacterias celulolíticos, metanogénicas y otras
especies que emplean H

2
.

Protozoos del rumen

Constituyen los organismos más conspicuos en el ru-
men y en el tracto digestivo de algunos monogástri-
cos hervíboros y su rol ha sido debatido por décadas.
Forman gran proporción de la biomasa (20-40% del N
microbiano),  pero su contribución es menor por la
gran retención y su menor actividad metabólica.  Su
tiempo de generación es grande y la sobrevivencia
en el rumen depende de las estrategias que reducen
el lavado.

Pueden representar una biomasa igual o mayor que la de
las bacterias.

Su contribución a la fermentación en el rumen no está
muy clara, en parte por la dificultad de cultivo libre de bac-
terias, a las que predan. Esta constituye su principal fun-
ción: ingieren partículas del tamaño de las bacterias, así
como almidón, fibras, cloroplastos. La mayoría de las téc-
nicas de estudio involucran eliminación de las bacterias:
químicamente (agentes activos de superficie), por conge-
lamiento del líquido ruminal.

Se piensa que la actividad celulolítica se realice por  la
flora bacteriana asociada. Algunos autores los conside-
ran minirumiantes que albergan bacterias celulolíticas y
otras que metabolizan lo que ellos ingieren.

La concentración típica en el rumen varía entre 104 a 106

protozoos por mL.  Los valores pueden bajar a102 a 103 /
mL con dietas altamente concentradas. Todos los proto-
zoos del rumen son estrictamente anaerobios. Disminu-
yen en número desde el nacimiento a la madurez del ani-
mal. La menor concentración se encuentra en rumiantes
adultos. La acidez disminuye el número de protozoos, pero
no los elimina totalmente

Variedad de especies se encuentran sobre el forraje y en
las dietas mezclas (forrajes/concentrados).

Rol de los protozoos: regulan la relación protozoo/ bac-
teria, parecen actuar como predatores no selectivos.

La degradación de las proteínas microbianas por los pro-
tozoos contribuye a aumentar el amonio del rumen, pue-
den contener 10 a 40% del N total del rumen. Sin em-
bargo, el flujo de proteínas de los protozoos hacia el duo-
deno es menor que lo esperado desde la masa ruminal,
indicando probablemente un reciclamiento de las pro-
teínas de los protozoos en el rumen. Absorben almidón
y pueden almacenar glicógeno. Pueden ser benéficos
estimulando la fermentación ruminal. Liberan productos
finales de la fermentación, sobretodo acetato, butirato,
butirato e H

2
.

La eliminación de los protozoos incrementa la proporción
de  propionato en el fluído ruminal

La mayoría de los componentes son Ciliata, los organis-
mos unicelulares más complejos. Su biomasa es en ge-
neral similar a la de las bacterias,  pero pueden sobre-
pasarla más de 3 veces según la dieta, o incluso des-
aparecer. Su densidad es del orden de 105-106/mL. Las
distintas especies varían en tamaño entre 25 a 250
micras, agrupados en 17 géneros de la sub-clase Ento-

diniomorphes y 2 géneros de la sub-clase Holotriches,
que difieren en su morfología y metabolismo. Las espe-
cies presentes varían con la especie animal, la locali-
dad, la dieta.

Los tiempos de generación varían entre 0,5 a 2 días. Los
más lentos pueden desaparecer con los fluídos del ru-
men, pero varios permanecen adheridos a fragmentos de
alimento, por lo que son más retenidos que las bacterias
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líquida, el fluido ruminal, donde grupos de microorganis-
mos se encuentran libres, se nutren de proteínas y carbo-
hidratos solubles. Esta porción constituye un 25% de la
biomasa microbiana.

Luego se encuentra la fase sólida, donde los grupos mi-
crobianos asociados o adheridos a partículas alimenticias
digieren polisacáridos insolubles, como almidón o fibras,
así como a las proteínas  menos solubles. Constituyen
más del 70% de la biomasa microbiana.

En la última fase, un 5% de los microorganismos están
adheridos al epitelio del rumen o a los protozoos.

La adhesión de la microflora al rumen tiene importancia
para el rumiante. Para que las bacterias mantengan su
número en el rumen, es necesario que su tiempo de ge-
neración sea menor que el tiempo de reciclado de la in-
gesta del rumen. Como  la velocidad de pasaje de los
nutrientes por la fase particulada es mucho más lenta
que la de la fase líquida, las especies que se adhieren a
los materiales sólidos, son especies de crecimiento len-
to, y así, se evita su lavado fuera del rumen.

La composición de la dieta afecta el número y las pro-
porciones relativas de las diferentes especies micro-
bianas en el rumen.  La mayoría de los cambios en la
dieta requieren un período de transición para permitir
incrementar diferentes especies microbianas, periodo
que puede durar varios días. Cuando se incluyen gran-

des cantidades de hidratos de carbono fácilmente fer-
mentables, ocurren varios cambios en la población mi-
crobiana, con predominio de aquellos que producen y
utilizan lactato.

Los microorganismos productores de  lactato, sensibles a
la acidez, son remplazadas por consumidores de lactato,
ácido tolerantes.  Se puede producir una acidosis láctica
por este cambio brusco a una dieta rica en concentrados.
Se mantiene entonces alta la población que usa lactato para
evitar su excesiva acumulación, lo que provoca descenso
del pH del rumen a niveles muy ácidos, menores de 5,5.

El pH del rumen es uno de los factores que afectan las
poblaciones microbianas y los niveles de ácidos grasos
volátiles. El pH del rumen en el cual ciertas funciones son
optimizadas, puede variar. Los microorganismos que de-
gradan fibras son más activos a pH  6.2 a 6.8. Las bacte-
rias celulolíticas y metanogénicas pueden  reducirse cuan-
do el pH baja debajo de 6,0. Los degradadores del almi-
dón prefieren un pH más ácido de  5.2 a 6.0. Ciertos pro-
tozoos pueden deprimirse con pH debajo de 5.5. Para
satisfacer estas demandas, las dietas normales deben
mantener rangos de pH entre 5.8 a 6.4.

El cuadro 1 (van Soest, 1994) presenta los organismos
descriptos en el rumen. Las bacterias pequeñas cons-
tituyen la mitad de la biomasa en rumen normal,  pero
son responsables de la mayor actividad metabólica (ge-
neralmente en relación inversa al tamaño celular).

Cuadro 1.  Número y volumen relativo  de microorganismos en el rumen

Grupo Nº/mL Vol celular Biomasa tg % de la

(µ3  ) (mg/100mL) biomasa total

Bacterias pequeñas 1x1010 1 1.600 20min 60-90
Selenomonas 1x108 30   300

Oscillospira flagellates 1x106 250     25
Protozoos,ciliados 10-40
Entodinia 3x105 1x104    300 8h
Dashytricha + Diplodinia 3x104 1x105    300
Isotricha + Epidinia 1x104 1x106   1100 36h
Isotricha + Epidinia 1x104 1x105 24h   5-10
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y una gran proporción (más de 2/3) pueden ser lisados en
el rumen.

Los ciliados constituyen la población mayor en rumiantes
adultos y las  clases principales de ciliados son los holotri-
cos y los entodiniomorfos

* Holotricos: presentan cilias en toda la superficie celular

* Entodiniomorfos: la mayoría de la superficie no presenta
cilias, éstas están restringidas a un solo grupo alrede-
dor de la citofaringe (cavidad de entrada de nutrientes).
Los principales holotricos son Isotricha y Dasytricha

* Isotricha fermenta almidón, sacarosa, glucosa, pectina

* Isotricha intestinalis e Isotricha prostoma son dos espe-
cies encontradas en el rumen, su gran tamaño hace de
ellas las especies más conspicuas cuando el fluído es
analizado al microscopio

* Dasytricha – fermenta almidón, maltosa, celobiosa,
glucosa Dasytricha ruminantium  es  la única espe-
cie encontrada en el rumen. Los holotricos pueden
almacenar amilopectina (reservas carbonadas del
protozoo).

* Entodinia y Diplodinia  son  los principales géneros ento-
diniomorfos

Entodinium bursa y Entodinium caudatum son especies
comunes, pero se han descripto otras especies. Fermen-
tan almidón, hemicelulosa, celobiosa. glucosa, maltosa y
sacarosa

Diplodinia spp.  varias especies han sido aisladas e iden-
tificadas (ejemplo: Diplodinium polyplastron y Diplodinium

eudiplodinium). La mayoría fermenta celulosa, hemicelu-
losa, glucosa y almidón

Los ciliados difieren de las bacterias en varios aspec-
tos:

a) son muy móviles e invaden a los alimentos recién inge-
ridos tan rápidamente como las bacterias, a pesar de
su menor número.

b) son capaces de almacenar hidratos de carbono adi-
cionales en forma de un polímero insoluble, la amilo-
pectina

c) los Holotriches son más fácilmente destruidos por la
acidez  y los Entodiniomorphes son menos sensibles.

d) no pueden sintetizar aminoácidos a partir de compues-
tos simples de nitrógeno y dependen  de las bacterias,
cuyos aminoácidos emplean luego de fagocitarlas (1%
de las bacterias del rumen pueden ser fagocitadas por
cilados en cada minuto). Son responsables de la pro-
ducción de gran parte del amonio en el rumen

e) a diferencia de las bacterias, los ciliados del rumen no
son esenciales para los procesos de fermentación, pero
contribuyen a su eficiencia.

Ciliados celulolíticos
Pocos géneros de Epidinium están involucrados en la frag-
mentación de los restos vegetales. Secretan enzimas que
promueven la separación de las células y la fragmenta-
ción del material.

En condiciones adecuadas más de la mitad de la activi-
dad celulolítica del rumen se asocia con los ciliados. La
mayor actividad se da cuando la enzima es liberada luego
de la lisis celular que ocurre por exposición al O

2
 en la

ruminación o por hipotonía causada luego de la ingestión
de agua.

Ciliados amilolíticos
Todos los Entodiniomorphes emplean almidón, cuyo ex-
ceso almacenan como amilopectina. Sin embargo, uno
de los dos géneros de Holotriches no puede usar almi-
dón. La mayoría  prefiere azúcares  solubles y se mueven
rápidamente hacia ellos. Se estima que más de 1/3 de los
azúcares ingeridos por el animal puede convertirse en
amilopectina.

Otras fuentes de energía: Los ciliados son responsables
de del 30-40% de la lipolisis. Incrementan el contenido de
ácidos grasos saturados. Un 75% de los lípidos microbia-
nos están normalmente asociados con los ciliados, por lo
que su contribución al huésped puede ser significativa.
No son muy importantes en la degradación de proteínas
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robiosis las que se inoculan e incuban en los medios es-
cogidos para efectuar el recuento de bacterias, mante-
niendo siempre la anaerobiosis.

Se usan diferentes cámaras de incubación con atmósfe-
ra controlada, en general con suficiente CO

2
, que man-

tiene el pH a niveles adecuados y es empleado por nu-
merosas  bacterias.  Se usa también una mezcla con
95% de CO

2
 y 5% de H

2
.

Se emplean medios no selectivos para recuento, aisla-
miento y mantenimiento  de bacterias del rumen. Los re-
cuentos se hacen en tubos con medio sólido, previamen-
te fundido a 45ºC antes de inocular, girado sobre las pare-
des hasta que el agar solidifica (roll-tubes). Las colonias
quedan incluidas en el agar, a lo largo del tubo.

Además de los medios no selectivos, se emplean gran
número de medios selectivos, que permiten evaluar gru-
pos particulares, como amilolíticos, pectinolíticos, lipolíti-
cos, metanogénicos.

Población microbiana del rumen

La población microbiana del rumen consiste en bacterias,
protozoos y hongos. La mayoría de la población microbia-
na son  bacterias cuyo número alcanza 1010 a 1011 bacte-
rias/g de contenido ruminal.  El balance  entre los tres
tipos principales de microorganismos y el equilibrio de
especies en cada grupo está también regulada por las
condiciones ambientales en el rumen, incluyendo los sus-
tratos aportados por la dieta.

Las bacterias pueden agruparse de acuerdo a sus formas
típicas (cocos, bacilos, espirilos), por su tamaño (general-
mente desde 0,3 a 50micras) y por sus estructuras. Tam-
bién pueden agruparse según el tipo de sustrato que fer-
mentan.

Las  especies presentes en el rumen degradan o utili-
zan productos tales como celulosa, hemicelulosas, al-
midón, azúcares, proteínas, ácidos orgánicos interme-
diarios, lípidos y producen metano. Una clasificación
más extendida puede incluir degradadores de la pecti-
na y productoras de amonio. La mayoría de las espe-

cies bacterianas del rumen pueden fermentar más de
un sustrato.

Las bacterias productoras de metano constituyen un gru-
po muy particular responsables de regular todos los pro-
cesos de fermentación en el rumen. Remueven el gas H

2

al reducir el CO
2
 con el H

2
 para dar metano. La produc-

ción de metano mantiene la concentración de H
2
 baja, lo

que permite a las bacterias metanogénicas promover el
crecimiento de otras especies bacterianas y una más efi-
ciente fermentación. También la remoción de H

2
 favorece

a  especies productoras de H
2
 aumentando los rendimien-

tos en biomasa con el resultado de mayor síntesis de cé-
lulas microbianas, e incremento de proteínas disponibles
para el rumiante.

Los protozoos en el rumen oscilan entre 105 a 106 /
gramo de rumen y son afectados por la alimentación.
Altos números de protozoos son generalmente encon-
trados en el rumen con dietas de alta digestibilidad.
Diferencias en la composición de la dieta estimulan a
distintos géneros de protozoos. Algunas géneros incre-
mentan con  dietas con grandes cantidades de azúca-
res solubles y otros géneros predominan con dietas de
alto nivel de almidón.

Los protozoos ingieren bacterias como fuente de proteí-
nas. Ellos también aparecen como estabilizadores de pro-
ductos finales de la fermentación.  Los protozoos, como
las bacterias y los hongos contribuyen a la digestión de
las fibras. Mientras que los protozoos son parte integral
de la población microbiana del rumen y ejercen marcado
efecto en la fermentación, su beneficio al rumiante es aun
controvertido.

Los hongos anaerobios constituyen el grupo más recien-
temente reconocido de microorganismos del rumen. Cuan-
do los animales se nutren con dieta rica en forrajes, los
hongos del rumen pueden contribuir con más del 8% de
la biomasa microbiana. Aunque no esté claro si estos hon-
gos son funcionalmente significativos, se ha mostrado que
pueden degradar celulosa y xilanos, indicando rol en la
digestión de fibras.

Existen tres ambientes interconectados en el rumen don-
de se localizan los microorganismos. La primera es la fase
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de la dieta, usan las de las bacterias fagocitadas.

El nivel proteico del rumen se incrementa cuando se eli-
minan los protozoos.

Eliminación de los protozoos: se logra  por varios pro-
cedimientos: cambios en la dieta, agregando varios agen-
tes químicos o aislando jóvenes animales. No se afecta
mucho el metabolismo del rumen, pero puede alterar el
balance de los productos: una dieta de granos con proto-
zoos presentes produce alto nivel de butirato, mientras
que sin ellos, domina el propionato.

Las funciones de los protozoos en el rumen son comple-
jas. Su eliminación parece aumentar el rendimiento mi-
crobiano y la absorción de aminoácidos por el animal, que
en dietas con pajas pobres, resultaría benéfico. Mientras
que en dietas ricas en almidón, los protozoos tendrían otro
rol benéfico controlando la acidosis: al englobar partícu-
las indiscriminadamente, inducen una latencia en la fer-
mentación del almidón, limitando la acidificación.

Obtención de energía por microorganismos
del rumen

El rumen es un ambiente estrictamente anaerobio, los AGV
son sus productos de excreción y son absorbidos directa-
mente desde el rumen hacia el huésped constituyendo la
principal fuente de energía. La fermentación de hidratos
de carbono es la principal fuente de energía para los mi-
croorganismos anaerobios del rumen. Las proteínas con-
tribuyen con menos del 1% del total de energía y el aporte
por el glicerol es menor.

La fermentación de glucosa en los 3 principales AGV con-
duce a:

ácido acético:       C
6
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12
O

6
2CH

3
COOH+ CO

2
+ H

2

ácido propiónico:  C
6
H
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6
2CH

3
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2
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ácido butírico:    C
6
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6
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3
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2
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2
COOH + 2CO

2 
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Etapa final: metano (respiración anaerobia):
                        4H

2
 +CO

2
CH

4
 + 2H

2
0

 El animal obtiene más energía cuando se produce ácido
propiónico en relación al ácido acético. La liberación de
H

2
 y CH

4
 (producto de desecho) es mayor cuando se for-

ma ácido acético.

La principal pérdida  de energía se da por la liberación de
H

2
 y CH

4
. Vemos que la producción de 2 moles de ácido

propiónico a partir de un mol de hexosa, requiere H
2
 adi-

cional. El ácido propiónico actúa como ligando del H
2
 y

reduce la pérdida de energía por formación de metano.

Se aprecia la complejidad de este sistema biológico, mu-
chos de cuyos aspectos han sido estudiados extensiva-
mente, otros restan por investigarse.

Interacciones microbianas en el rumen

Las interacciones entre los numerosos microorganis-
mos se comprenden mejor al comparar al rumen con
un sistema dinámico y cambiante. Es precisamente
la flexibilidad de este complejo sistema que hace po-
sible la conversión de un amplio rango de sustratos
en AGV de los cuales depende el rumiante para obte-
ner energía.

Las interacciones  metabólicas entre las distintas pobla-
ciones del rumen resultan esenciales para sostener a la
comunidad microbiana y sus actividades. Productos del
metabolismo de algunos microorganismos son fuente de
energía para otros.  La liberación de vitaminas y produc-
tos del metabolismo del nitrógeno constituyen fuentes
para otros microorganismos. El tipo y grado de estas in-
teracciones regulan las concentraciones y actividades
de especies individuales  y la naturaleza cuali y cuanti-
tativa de los productos de la fermentación de los sustra-
tos ingeridos.

Interacciones nutritivas
Los rumiantes no requieren vitaminas del complejo B en
su dieta. Sus requerimientos son satisfechos por la micro-
flora del rumen. Es alto el número de especies que re-
quieren biotina y ácido para-amino benzóico (PABA) o bio-
tina y ácido fólico. La biotina se requiere para la decar-
boxilación del succinato a propionato, principal reacción
en la fermentación del rumen. ➤

 ➤

 ➤

 ➤
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flujo continuo de saliva, el paso del contenido a lo largo
del tracto digestivo y por la absorción de los productos
finales del metabolismo a través de la pared del rumen.
La muerte y autolisis de microorganismos asegura el de-
sarrollo de otros  microorganismos que se nutren de los
productos liberados (canibalismo).

En general, los organismos sobreviven en este ecosis-
tema si su tiempo de generación es menor que el tiempo
de retención en este órgano. Muchos microorganismos
pueden sobrevivir en situaciones de rápido tránsito por
adhesión a las paredes o a partículas grandes de ali-
mentos.

Generalmente, las especies dominantes en el rumen con-
vierten la energía del sustrato en biomasa, resultando
en menor formación de ácidos por unidad  de sustrato.
La selección natural también favorece el máximo traba-
jo bioquímico, en general en relación inversa al tamaño
celular.

Si bien la proporción de los productos finales varía, ellos
consisten principalmente en: CO

2
, CH

4
 y  tres ácidos gra-

sos volátiles (AGV): acético, propiónico y butítrico, junto a
amonio, trazas de otros ácidos grasos y algunas veces,
ácido láctico.

Microorganismos anaerobios con adaptaciones ecológi-
cas y requerimientos nutritivos similares existen en los si-
los, aguas servidas, en la biodegradación anaerobia de
restos orgánicos. La diferencia más marcada es que en
la biodegradación anaerobia  en silos o aguas el tiempo
de retención es mayor, con más eficiencia en la extrac-
ción de la energía del sustrato y proliferación de bacterias
metanogénicas que poseen un tiempo de generación
mayor  (4 días) que el tiempo de retención de los sustra-
tos. El resultado es que en estos ambientes no se acumu-
lan ácidos grasos y los productos se degradan a CH

4
 y

CO
2
 (capítulo 21).

La biología y ecología de esta población microbiana es
muy similar en la mayoría de las especies animales. La
selección de especies y la adaptación de las poblaciones
microbianas  están determinadas más por la dieta y el
tiempo de retención que por el huésped, sea éste rumian-
te o no-rumiante.

Metodología de estudio

Se han empleado numerosas técnicas para estos estu-
dios.

Suspensiones lavadas: un gran volumen de contenido
ruminal se filtra por tela y luego se centrifuga primero len-
tamente para eliminar los protozoos grandes y luego a
mayor velocidad por 30´ y se incuba con solución de fos-
fatos para regular el pH, en anaerobiosis con el sustrato a
analizar. Se siguen procesos como  la decarboxilación del
ácido succínico y la reducción de los nitratos. Se aprecia
generalmente correlación con los resultados obtenidos in-

vivo. Esta técnica constituye un medio útil para estudiar
con detalle las propiedades de la flora mixta del rumen
luego de la eliminación de complicaciones como la absor-
ción a partículas y la presencia de varios sustratos.

Rumen artificial: existen numerosos dispositivos para rea-
lizar los estudios in-vitro que  tienden a similar las condi-
ciones físico-químicas y ambientales del rumen natural.
Estos se perfeccionan de modo de analizar efectos de
poblaciones microbianas, condiciones vinculadas a la nu-
trición y factores ambientales. Constituyen verdaderos
reactores con controles de entrada y salida de metaboli-
tos, regulación de condiciones de incubación, como tem-
peratura, pH, presión osmótica, etc. y permiten estudiar la
degradación de diferentes sustancias por poblaciones
microbianas solas o asociadas.

Aislamiento y cultivo de microorganismos del rumen

La mayor dificultad en estos estudios radica en el mante-
nimiento de las condiciones de anaerobiosis durante el
muestreo, siembra y cultivo de los microorganismos, mu-
chos de los cuales viven asociados entre si, lo que dificul-
ta su aislamiento.

Muestro y cultivo

El contenido ruminal se obtiene por succión  luego de efec-
tuar una homogeneización manual y después de una agi-
tación suave bajo CO

2
 , se   filtra   por  gasa  y  se  liberan

las células adheridas a las partículas (0,1% de Tween 80,
con 6-8 horas a 0º, o 0,1% de metilcelulosa). Se efectúan
suspensiones-diluciones decimales en diluyente en anae-
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Estas asociaciones nutricionales han sido verificadas en
co-cultivos in-vitro. El éxito en la competencia por los
productos solubles obtenidos de la hidrólisis de políme-
ros por especies no-hidrolíticas, depende de las veloci-
dades de transporte en las células y de su metabolismo
posterior.

Los productos de bajo peso molecular de la hidrólisis de
polisacáridos son fermentados a acetato, butirato, H

2
 y

CO
2
 por especies individuales de bacterias y protozoos.

La producción de propionato y CH
4
 requiere de la interac-

ción de especies: las que producen succinato con otras
que lo decarboxilan a propionato y CO

2
. Esta interacción

es muy importante en el rumen, ya que el propionato es el
principal sustrato gluconeogénico para los rumiantes. La
figura 4 muestra la interacción entre Fibrobacter succino-

genes y Selenomonas ruminantium. El organismo celulo-
lítico produce succinato, acetato y formiato. Cuando am-
bas especies crecen juntas, sin embargo, los productos
finales incluyen propionato y CO

2
: el succionato es inter-

medio en la formación de propionato y S. ruminantium

aporta el CO
2
 requerido por Fibrobacter.

Figura 4-  Interacción metabólica entre dos bacterias del
rumen

Otro ejemplo de estas cadenas alimenticias se da con las
bacterias metanogénicas, que emplean CO

2
 e H

2
, para

obtener energía, con acetato o CO
2
 como fuentes de C,

que son liberados por microorganismos que hidrolizan y
fermentan los sustratos.

Proteínas en Protozoos

Proteínas en la dieta Proteínas bacterianas

AGV   Cadena
lineal ramificada

ác. grasos aromáticos

Péptidos

Aminoácidos NH3

CO2

Otras
fuentes
de C

Urea

Mayor importancia
Importancia media

Importancia menor

Interacciones entre compuestos nitrogenados
Las proteínas de la dieta se convierten en proteínas mi-
crobianas. Numerosas especies presentan actividad pro-
teolítica, liberando péptidos, aminoácidos y amonio.  La
principal fuente de N para la mayoría de las especies, es
el amonio, aunque algunas especies no proteolíticas em-
plean aminoácidos.

La figura 3 (Wolin, 1979)  resume el metabolismo de las
proteínas en el rumen. Las proteínas de la dieta se con-
vierten principalmente en nitrógeno microbiano. Algunas
bacterias, como Bacteroides ruminicola pueden degradar
aminoácidos de cadena ramificada en los respectivos áci-
dos grasos, con un carbono menos.

Interacciones microbianas están involucradas también en
la degradación de proteínas de la dieta, como por ejem-
plo entre Ruminococcus albus y B. ruminicola en co-culti-
vo en medio con celulosa y caseína, como únicas fuentes
de energía  y N, respectivamente. El celulolítico R. albus

provee a la pareja con productos de la hidrólisis del poli-
sacárido. B. ruminicola degrada la caseína y libera amo-
nio e isobutirato requerido por el primero.

Fermentación de hidratos de carbono
Los polisacáridos de la dieta son la fuente principal de C y
energía  para los microorganismos del rumen. las interac-
ciones son numerosas y los productos de hidrólisis son
asimilados por la población asociada. A pesar de que la
celulasa está presente  en  pocas especies de bacterias,
protozoos y ficomicetos anaerobios, los productos de la
hidrólisis son sustrato para organismos no celulíticos.

Figura 3-  Metabolismo de proteínas en el rumen
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2
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tiles (AGV) y fuentes de energía para el animal (figura
2)(Prescott et al., 1999).

a)

b)

Figura 2- Bioquímica del rumen

a) Procesos bioquímicos y fisiológicos en el aparato digestivo
de un rumiante

b) Fermentaciones ruminales de los principales polisacáridos
ingeridos y sus productos finales

El pH se mantiene en estado de equilibrio por  tampones
de la saliva y por la absorción de los AGV.

Se produce biomasa microbiana rica en proteínas, hidra-
tos de carbono y lípidos que son usados por el animal. El
sistema presenta un rango de potencial de oxido-reduc-
ción entre–250 a –450 mV. Los rangos de temperatura
varían entre 38 y 42 Cº

El balance de microorganismos en el rumen es regulado
por las condiciones del ambiente en el mismo (incluyendo
el sustrato) y se considera un sistema continuo.

El rumen  ha sido comparado a un fermentador: su tempe-
ratura y estado anaerobio son estables, las fluctuaciones
de pH son limitados. Pero se diferencia de  un dispositivo
industrial en que la composición química y la estructura de
los sustratos ingeridos, varían amplia y rápidamente.

El rumen, es en esencia, un sistema anaerobio muy reduc-
tor, un medio ligeramente ácido, de pH fijo, isotérmico, con
una temperatura de  unos 39oC y con una fase gaseosa
compuesta principalmente de CO

2
, metano y nitrógeno. El

pH se mantiene relativamente constante (6-7)  por la absor-
ción de de los ácidos grasos  por la pared del rumen o por
neutralización por sistemas tampones de la saliva.

El  objetivo de una dieta diaria balanceada para el ganado
es proveer un ambiente en el rumen que maximice la pro-
ducción microbiana y el crecimiento. Cuando se diseñan
raciones para rumiantes es necesario tener en cuenta a los
microorganismos tanto del  animal como  los del rumen.

Los microorganismos que colonizan a los jóvenes anima-
les por la ingesta, saliva, aire, heces son estrictamente
anaerobios, aunque algo de O

2
 es tolerado y si la fermen-

tación es activa el Eh  se  mantiene  en  límites  normales
(-250 a -450mV).

Las enzimas para la fermentación son provistas por un
significativo número de  especies de bacterias, hongos y
protozoos y el número relativo de las distintas especies
varía con la composición y estructura del alimento. Por
otra parte, las interacciones biológicas que se dan entre
ellas son altamente complejas.

La proliferación continua de los microorganismos está
asegurada por la ingestión periódica de los alimentos y el
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Interacciones entre bacterias y protozoos

La interacción más sorprendente es la dependencia entre
los ciliados y las bacterias por los aminoácidos. La elimi-
nación de los ciliados incrementa hasta 3 veces el núme-
ro de bacterias. Las bacterias emplean tanto las proteí-
nas como la amilopectina de los ciliados lisados.

Algunas bacterias pueden funcionar simbióticamente, den-
tro de protozoos, otras permanecen independientes o pue-
den interactuar con  los ciliados, por ejemplo las bacterias
metanogénicas se adhieren a varios Entodiniomorphes

cuando el H
2
 es limitante. El H

2
 generado por los ciliados

puede ser la principal fuente de metano en el rumen. Mu-
chos ciliados absorben trazas de O

2
 del líquido ruminal,

manteniendo el ambiente anaerobio.

La celulolisis se ve incrementada cuando se asocian
bacterias y ciliados; este sinergismo fue verificado in-

vitro. Otro de los roles importantes de los protozoos es
estabilizar el ambiente: secuestran rápidamente al al-
midón y azúcares solubles, restringen la formación de
ácido láctico y limitan las fluctuaciones del pH. La libe-
ración de AGV a partir de las reservas de amilopectina
de los ciliados, contribuye a la nutrición del huésped
entre ingestas.

Otro mecanismo que facilita la sobrevivencia de especies
no-hidrolíticas en este ecosistema   son las interacciones
entre presa y predator: una población, como los protozo-
os obtiene energía y/o carbono a partir de su presa (las
bacterias). Los protozoos pueden obtener estos requeri-
mientos para su desarrollo por fermentación de  sustra-
tos; las bacterias parecen ser más bien precursores para
la síntesis de  proteínas y ácidos nucleicos y como fuente
de lípidos. La fermentación de las reservas carbonadas
de las bacterias puede contribuir también al metabolismo
del protozoo.

Producción de CH4

Ninguna  de las bacterias o protozoos fermentadores
producen metano, pero algunas producen formiato, H

2

y CO
2
. Las bacterias metanogénicas pueden luego

transformar el H
2
 y el CO

2
 en CH

4
. En el rumen la prin-

cipal vía de formación de metano es a partir de H
2
 y

CO
2
. Su formación a partir de acetato (formado por

conversión  de propionato, butirato y otros AGV),  no
ocurre en el rumen y la producción a partir de AGV es
un proceso muy lento. Methanobacterium ruminantium

se encuentra presente en alta concentración en el ru-
men. Methanosarcina barkeri ha sido aislada de rumen
de vacas y ovejas, crece lentamente con H

2
 y CO

2
, for-

ma CH
4
 a partir de grupos metilos (metanol y metilami-

nas) y no compite por el H
2
 con otros metanogénicos.

Methanobrevibacter spp. es probablemente  el meta-
nogénico más significativo en el rumen bovino, pero se
requieren mayores estudios para caracterizar a las es-
pecies actuantes.

Casi todo el H
2
 producido es empleado por las bacterias

metanogénicas (transferencia de H
2
 interespecie). Aproxi-

madamente 800 litros de H
2
 se producen  y se usan dia-

riamente  para formar 200 litros de CH
4
 en una vaca de

500 kg y sólo trazas de H
2
 se acumulan en la fase gaseo-

sa del rumen (Hungate, 1966).

Interacciones y proporciones de AGV

Existe considerable interés en alterar las fermentaciones
en el rumen para incrementar la eficiencia de productos
ruminales. Los aditivos alimenticios, como los ionóforos
Monensina o Rumensina y Lasolacida, inhiben a los pro-
ductores de H

2
, favorecen la producción de propionato y

reducen la producción de metano, aumentando por lo tan-
to, la eficiencia de conversión de los sustratos en alimen-
to para el ganado. Estas sustancias actúan como quelan-
tes  del sodio, potasio y otros cationes, alterando el trans-
porte a través de la membrana.

Ingeniería genética de microorganismos
del rumen
La manipulación genética de organismos del rumen para
producir especies más eficientes en la digestión de los
alimentos está siendo practicada. Como los microorga-
nismos del rumen operan como un consorcio, es decir un
sistema mixto y su ecología es opuesta a la de un cultivo
puro a partir de una sola célula, la competancia y el sintro-
fismo deben ser considerados en los intentos de manipu-
lación genética.

La transferencia genética natural en este ambiente debe
ocurrir y van Soest (1994) señala que considerando que
los microorganismos del rumen, incluidos las bacterias
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Los rumiantes constituyen un grupo de animales herbívo-
ros con un estómago dividido en cuatro compartimentos y
rumian un bolo alimenticio parcialmente digerido. Ejem-
plos: el ganado vacuno, ovino y caprino, alces, camellos,
ciervos, jirafas y búfalos.

Todos estos  animales poseen una porción dilatada en
su tubo digestivo donde los alimentos fibrosos volumi-
nosos, que forman gran proporción de su dieta, pueden
ser detenidos y sufrir una serie de fermentaciones, que
los hacen disponibles para su asimilación (figura 1)(Pres-
cott et al, 1999).

La parte superior del estómago se expande para formar
una gran bolsa, denominada rumen, y un pequeño retículo
o redecilla. La parte inferior del estómago está constituida
por una antecámara, el omaso, detrás de la cual se sitúa el
verdadero estómago (abomaso). Los polisacáridos insolu-
bles y la celulosa se mezclan con la saliva y pasan al ru-
men, donde sufren movimiento de rotación constante y for-
man una masa pulposa que es atacada por una  activa po-
blación microbiana (1012 bacterias/mL). Luego el alimento
pasa al retículo y de allí es regurgitado en forma de «bolo
alimenticio» que el animal rumia. El alimento se mezcla con
saliva, se traga de nuevo y vuelve al rumen al tiempo que
llega  otro bolo a la boca. En estas etapas el material va
siendo digerido y se hace más líquido.

Este material pasa entonces al retículo y de allí a la par-
te inferior del estómago: al omaso y luego al abomaso
(estómago verdadero) donde el alimento es atacado por
las enzimas digestivas normales del animal y el proceso
de digestión continúa en forma similar al resto de los
mamíferos.

Procesos microbianos en el rumen18

Figura 1- Estómago de un rumiante. Las flechas señalan la
dirección del alimento

Estos animales aprovechan la acción de los microor-
ganismos que habitan su tracto gastrointestinal y que
son los principales agentes de la degradación de las
paredes gruesas de los vegetales y permiten la asimi-
lación de hidratos de carbono complejos ingeridos por
el animal.

Como los rumiantes no pueden sintetizar celulasas, apro-
vechan las relaciones simbióticas con microorganismos
anaerobios que las poseen.

El rumen es un ecosistema microbiano complejo, donde
coexisten relaciones simbióticas entre el animal y las po-
blaciones microbianas. Los alimentos ingeridos son fer-
mentados y los productos finales son ácidos grasos volá-

Alimento inicial

Bolo alimenticio

Esófago

Omaso
Intestino
delgado

Rumen

Abomaso
(estómago verdadero) Retículo
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metanogénicas, son los más antiguos en la escala bioló-
gica (más de 3.000 millones de años), deben haber teni-
do suficientes oportunidades para evolucionar y cambiar
hacia mayor eficiencia.

Parecería más oportuno, para este autor modificar los
materiales vegetales, haciéndolos más degradables por
la microflora. Cita, sin embargo, casos de éxitos en la ino-
culación de microorganismos que degradan mimosina,
aminoácido tóxico contenido en Leucaena, ausentes en
la mayoría de los rumiantes.

Conclusiones

Esta breve descripción del ecosistema del rumen trató de
evidenciar su complejidad y dinamismo. Las interaccio-
nes microbianas son allí numerosas y es precisamente la
flexibilidad de este complejo sistema que hace posible la
conversión de un amplio espectro de sustratos en ácidos
grasos volátiles de los cuales depende el rumiante para
obtener energía.

Las predicciones sobre la marcha de las fermentacio-
nes resulta difícil dada la suma de factores que inci-
den: ambiente, especie animal, dieta.  En general, la
activa fermentación de sustratos celulósicos resulta en
mayores proporciones de ácido acético. La fermenta-
ción de almidón resulta en mayor proporción de ácido
propiónico.

Los tipos de fermentación con dietas  ricas en azúca-
res, incluyendo melazas, es difícil de predecir.  Efec-
tos asociativos positivos o negativos pueden resultar
cuando se combinan  alimentos. Muchos de los últi-
mos efectos pueden minimizarse regulando el régi-
men alimenticio, el grado de procesamiento de los
granos y el tipo de concentrado adecuado a cada com-
binación nutritiva.

Numerosos intentos de mejoramiento de la actividad de
los microorganismos del rumen se llevan adelante e in-
cluyen manejo de la dieta, de aditivos (antibióticos, sus-
tancias tampones, antiprotozoarias),  que tienden a incre-
mentan el nivel nutritivo del animal.
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Preguntas de repaso

1) ¿Por qué el ambiente del rumen es muy particular?
2) ¿Cómo funcionan los microorganismos en este ambiente?
3) Explique brevemente las transformaciones de la celu-

losa hasta los compuestos que son absorbidos por el
animal

4) ¿La metodología de estudio resulta sencilla? Por qué?
5) ¿Se puede alterar la microbiología del rumen?
6) ¿De donde se origina el metano eliminado por el ganado?
7) ¿Cómo se puede regular el funcionamiento del ru-

men?
8) ¿Qué sucede con la lignina de las ingestas?
9) Señale algunos ejemplos de sinergismo entre microor-

ganismos del rumen
10) Analice los gases que se liberan en los rumiantes y su

relación con el efecto invernadero
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Preguntas de repaso

1) ¿Cómo afectan las plantas la dinámica del equilibrio
entre los microorganismos en el suelo?

2) ¿Qué acciones de los microorganismos pueden afec-
tar negativamente a las plantas? Señale algún ejem-
plo

3) ¿Qué mecanismos utilizan los microorganismos para
limitar poblaciones de patógenos vegetales?

4) Señale procedimientos que le permitan demostrar al-
guno de esos mecanismos como involucrados en el
control biológico de microorganismos fitopatógenos.

5) Características importantes en  la competencia rizosfé-
rica de microorganismos del suelo?

6) ¿Por qué muchas veces una mezcla de agentes de
control puede resultar más efectivo que el uso de un
solo microorganismo?

7) Pasos a seguir en la elaboración de un producto bioló-
gico a usar para control de una fusariosis en raíz de
trigo.

8) Discuta los términos: control químico, control integra-
do, control biológico
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Desde muy antiguo el hombre empleó a los microorganis-
mos en la producción y conservación de alimentos, aun
sin conocerlos. Los métodos empleados antes de la intro-
ducción de la refrigeración, radiaciones, aditivos, etc., para
la conservación de  hortalizas, pasturas, granos, leche,
etc. eran

* salado

* secado al aire o ahumado

* fermentaciones ácidas

El empleo de otra fermentación, la alcohólica, permitió la
conversión de frutas en productos estables y derivó en
aplicaciones biotecnológicas muy importantes del punto
de vista económico.

Fermentación láctica

Es uno de los procesos microbianos más empleados a
nivel mundial ya que involucra a la leche y sus derivados:
manteca, yogur, leches ácidas, quesos, producción de
caseína, otros subproductos, en los ensilados (forrajes,
granos, pescado, etc.), en la conservación de frutas y hor-
talizas. La fermentación láctica puede ser como vimos en
el capítulo 3, homo o heterofermentativa.

� fermentación homoláctica, las bacterias degradan la
glucosa por la vía glicolítica y el producto final es en un
90% ácido láctico

� fermentación heteroláctica los productos finales son
ácido láctico, etanol y CO

2
, en cantidades equimole-

Fermentaciones láctica y alcohólica

Aplicaciones biotecnológicas19

culares. Las bacterias carecen de enzimas de la vía gli-
colítica (aldolasa y triosafosfato isomerasa) y la degrada-
ción de la glucosa se realiza por la vía de las pentosas. El
rendimiento energético es menor: 1 solo mol de ATP, en
lugar de 2 como en los homofermentadores que  produ-
cen el doble de biomasa por mol de azúcar fermentado.

No se acumula poder reductor y la producción de CO
2
 es

una forma sencilla de distinguir un grupo del otro.

Las bacterias del ácido láctico
Pertenecen a la familia Lactobacteriaceae: Gram positi-
vas, comunmente no móviles, no esporuladas que produ-
cen ácido láctico como producto final y único del matabo-
lismo fermentativo. Los integrantes de este grupo care-
cen de porfirinas y citocromos, no realizan fosforilación
por transporte de electrones y obtienen energía solamen-
te por fosforilación a nivel del sustrato. Todas las bacte-
rias del grupo crecen en anaerobiosis, pero la mayor parte
de ellas no son sensibles al O

2
 y pueden crecer con o sin

O
2
, por lo que son anaerobios aerotolerantes.

Algunas cepas pueden tomar O
2
 por el sistema de flavo-

proteína oxidasa, dando H
2
O

2
, pero la mayoría carecen

de catalasa y deben eliminar el agua oxigenada por otras
enzimas, como las peroxidasas.

La mayoría de las bacterias acidolácticas obtienen ener-
gía sólo del metabolismo de los carbohidratos y su distri-
bución está restringida a ambientes con azúcares. Exigen
además aminoácidos, vitaminas, purinas y pirimidinas.

Los géneros han sido definidos en base a la morfología y
al tipo de metabolismo fermentativo (cuadro 1).
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Las técnicas de cultivo continuo (capítulo 4), mejoran la
producción de células y la velocidad de empleo del sus-
trato, ya que los microorganismos se mantienen en  fase
logarítimica continua.

Figura 3- Proceso industrial de producción de un metabolito
microbiano

El cuadro 5 resumen los pasos a seguir  en la obtención
de metabolitos microbianos por procesos aerobios o
anaerobios.

Cuadro 5- Etapas en la obtención de metabolitos
de interés en procesos aerobios o anaerobios

* preparación de medios de cultivo con sustratos accesibles
y de bajo costo

* esterilización del equipo con el medio de cultivo

* preparación del inóculo y su propagación en el laboratorio
(1/10 del volumen del reactor)

* inoculación y desarrollo controlado del microorganismos
en el reactor

* extracción y purificación del producto: enzima, proteína,
solvente, etc.

* tratamiento de los efluentes

Células EtOH

Azúcar            Penicilina

              Metabolismo 1ario. Metabolismo 2ario.

Metabolitos primarios y secundarios de los mi-
croorganismos
Metabolitos primarios: se producen durante la fase lo-
garítmica de crecimiento como producto del metabolismo,
y son esenciales para la función del  microorganismo (ami-
noácidos, ácido pirúvico, etanol, ácido láctico). Su pro-
ducción neta se relaciona con el crecimiento y la cantidad
de sustrato.  Esta etapa se denomina trofofase

Metabolitos secundarios: se producen en la fase tem-
prana estacionaria de crecimiento y son productos finales
de vías metabólicas complejas. No son críticos para la
función de los microorganismos, como por ejemplo los
antibióticos, pigmentos, hormonas, vitaminas, etc.

Esta etapa es conocida como idiofase (figura 2).

Figura 2- Cinética de la producción de metabolitos

La figura 3 esquematiza el proceso industrial de produc-
ción de un metabolito, partiendo de un cultivo microbiano
debidamente seleccionado, el que se propaga por sucesi-
vos cultivos, incrementando el tamaño del inóculo a intro-
ducir en el fermentador.

Los medios de cultivo empleados en la industria incluyen
materias primas de bajo costo: melazas, sueros de le-
che, desechos agrícolas, glicerol, como fuentes de carbo-
no y energía, harina de soja, amoníaco y sales de amonio o
nitratos, como fuentes de nitrógeno, extractos de levadura
o preparaciones sin refinar de vegetales como fuente de
vitaminas, yeso o carbonatos o fosfatos usados como ferti-
lizantes, como amortiguadores de pH, aceites vegetales o
alcocholes de alta graduación como antiespumantes.
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Como se aprecia los géneros Streptococcus, Leuconos-

toc y Pediococcus presentan relaciones de bases en su
ADN bastante similares y existe pequeña variación entre
cepas. El género Lactobacillus, por el  contrario posee
miembros con diversa composición del ADN y no consti-
tuye un grupo homogéneo.

Streptococcus: se presentan en cadenas de cocos, son
mesófilos (óptimo entre 20 y 30ºC), por lo que el calenta-
miento los destruye con facilidad, son homofermentativos
y presentan una amplia variedad de especies con habi-
tats muy diversos, algunos son patógenos. Constituyen la
flora normal de la leche (figura 1) (Prescott et al., 1999).

Leuconostoc: son diplococos o en cadenas, heterofer-
mentativos, por lo que son poco acidificantes. Su habitat

natural lo constituyen los vegetales y también se encuen-
tran en la leche. Se emplean mucho como cultivos inicia-
les en la industria láctica por sus propiedades aromati-
zantes (diacetilo y acetoína al descomponer el citrato),
aunque han sido desplazados por el S. diacetilactis. Algu-
nas cepas producen grandes cantidades del polisacárido
dextrano (α 1,6-glucano),  de uso médico.

Lactobacillus: son bastones que varían de largos y del-
gados a cortos y curvos. La mayoría son homofermentati-
vos, pero algunas especies son heterofermentativas. El
género se ha dividido en tres subgrupos principales (cua-
dro 2). Se los encuentra en la leche, ensilados, frutas y
hortalizas conservadas, en la saliva, en el intestino huma-
no y de animales. Producen grandes cantidades de ácido
láctico, resisten altas temperaturas, son termodúricos. L.

Cuadro 1 - Principales géneros de bacterias lácticas

género forma  y agrupaciones fermentación ADN

(mol GC%)

Streptococcus cocos en cadena homofermentativo 34-46

Leuconostoc cocos en cadena heterofermentativo 38-41

Pediococcus cocos en tétrada homofermentativo 34-42

Lactobacillus bacilos en cadena homofermentativo 32-53

bacilos en cadena heterofermentativo 34-53

Enterococcus cocos en cadena homofermentativo 38-40

Lactococcus cocos en cadena homofermentativo 38-41

Figura 1- Estreptococos. a) Streptococcus pyogenes (x900), b) micrografía electrónica de barrido de Streptococcus (x33.000), c)
S. pneumoniae (x900)
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Cuadro 4- Propiedades de microorganismos de
uso industrial

� Disponible en cultivo puro

� Genéticamente estable

� No patógeno y libre de toxinas

� Crecimiento rápido en cultivo en gran escala con alto ren-
dimiento del producto deseado

� Debe poder protegerse de la contaminación

� Crecer en medio de cultivo líquido y con sustratos de bajo
costo

� Fácil recuperación del producto del medio de cultivo

� Susceptible a la manipulación genética

Los microorganismos seleccionados deben conservarse
con el mantenimiento de las características deseadas (es-
tabilidad). Las técnicas incluyen:

* transferencias o repiques periódicos (puede aumentar
la tasa de mutaciones y la variación)

* cultivos en agar inclinado cubierto de aceite mineral, que
evita desecación

* muchos microorganismos se pueden conservar en agar-
agua o aun en medio de cultivo mínimo (los cultivos lava-
dos pueden conservarse varios meses en heladera)

* congelación a -20 o -70ºC en medios con glicerol (50%)
que evita daños en la célula

* deshidratación (los cultivos se secan en suelo estéril o
en discos de papel de filtro y se pueden almacenar en
desecador o congelarse).

Finalmente, los métodos más seguros incluyen :

� liofilización (se elimina el agua por ciclos de vacío y
congelamiento en aparatos especiales), las células se-
cas se conservan en ampollas cerradas

� ultracongelación (en nitrógeno líquido) a -196ºC.
Se informa de cultivos viables por estas últimas técnicas
por más de 15 años.

Una vez seleccionado el microorganismo, éste debe ser
cultivado de modo de obtener los productos deseados.
Los microorganismos deben, en general, cultivarse en for-
ma masiva, a los efectos de obtener gran cantidad de bio-
masa. Hay que destacar que el término fermentación, es
empleado en forma más general en microbiología indus-
trial y biotecnología. En efecto, se refiere con este térmi-
no también a cualquier proceso aerobio o anaerobio que
conduzca al cultivo masivo de microorganismos, a la des-
composición de alimentos, a la producción de bebidas al-
cohólicas. Los reactores industriales y los equipos a es-
cala de laboratorio con control de entrada y salida de nu-
trientes, de pH, aireación, etc. se denominan
“fermentadores”(figura 1) (Prescott et al., 1999), donde to-
dos los procesos se realizan en condiciones de asepsia.

Figura 1- Fermentador para cultivos de microorganismos
aerobios o anaerobios a gran escala
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delbrueckii se emplea en la producción de yogur, L. aci-

dophilus en la de leche ácida y otras especies participan
en la producción de repollo fermentado, ensilaje y pickles.

Resisten los pH bajos por lo que continúan creciendo
cuando el pH descendió e inhibió a otras bacterias lácti-
cas. Son, por lo tanto responsables de las etapas finales
de las fermentaciones acidolácticas. Raramente son
patógenos.

Se los encuentra en la superficie de las plantas, en pro-
ductos lácteos, carne, cerveza, frutas y muchos otros
materiales.

Aplicaciones de la fermentación láctica
La fermentación láctica acidifica el medio a valores de pH
menores de 5,0, eliminando la posibilidad de crecimiento
de microorganismos que alteran los alimentos. Esta prác-
tica se emplea en la conservación de alimentos para el
hombre, como los derivados de la leche y en la conserva-
ción de frutas y hortalizas, en los pickles y en alimentos
para animales, como los ensilados.

Cuadro 2 - Características de los subgrupos en el
género Lactobacillus

Características Especies ADN

(mol%GC)

Homofermentativos

Ac.láct. principal producto
(más 85% de la glucosa, no dan
gas,aldolasa)
1) crecen a 45ºC pero no a 15ºC L.delbrueckii 50
bacilos cortos L. acidophilus 32-37

2) crecen a 15ºC, variable a L. casei

45ºC, bacilos cortos y coreniformes L. plantarum 45-46
L. curvatus 42-44

Heterofermentativos

producen cerca del 50% de ác. L. fermentum 53

láctico, CO
2
 y etanol, sin L. brevis, 45

aldolasa, fosfocetolasa presente, L.buchneri 45
bacilos largos y cortos L. kefir 41

Leche y derivados
La leche se define como el producto íntegro de ordeñe
total e ininterrumpido de una hembra lechera sana, des-
cansada y bien alimentada, recogida higiénicamente y sin
calostro. Su composición (g/L) indica que es un muy buen
sustrato para la microflora:

agua 873 sales 9
glúcidos:lactosa 49    del ácido cítrico 2
lípidos 35    del ác. fosfórico 2,6
   materia grasa 34 otras 4,4
   lecitina 0,5 compuestos diversos
   fracción insaponificable 0,5 extracto seco total 127
proteínas 34 extracto seco desgrasado 93
   caseína 27
   proteína soluble 5,5
N no proteíco 1,5

Se deben incluir carotenoides, vitaminas,  enzimas, este-
roles, que se encuentran en pequeñas cantidades pero
ejercen un efecto relevante.  El pH neutro es adecuado
para la mayoría de los microorganismos, por lo que este
alimento es atacado por una micropoblación variada. La
temperatura regulará la composición y velocidad de creci-
miento de la misma.

A medida que aumenta la temperatura de conserva-
ción de la leche hasta 35-40ºC se evidencia mayor de-
sarrollo microbiano. Por encima de 40ºC se desarro-
llan especies termófilas como Bacillus, Clostridium y

Steptococcus. Entre 20 y 40ºC prodominan mesófilos
como Streptococcus. A bajas temperaturas predominan
sicrófilos como Pseudomonas, Alcaligenes y Achromo-

bacter.

Alteración natural
Por tratarse de un producto muy rico en nutrientes y po-
seer un azúcar fácilmente degradable, la leche es muy
alterable. Se evidencian 4 etapas:

* Período germicida: luego de ordeñada no se detecta
crecimiento microbiano por la presencia de sustancias
inhibidoras como lactoperoxidasa y aglutininas. Este
período varía de pocos minutos a 2 horas dependiendo
de condiciones de temperatura.
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Methylophilus methylotrophus, productor de metano a
partir de gas natural o metanol

Fusarium graminarum, biomasa que se vende comercial-
mente

Fermentaciones
� aminoácidos, ácidos cítrico, acetona, enzimas, vita-

minas

� alimentos: levaduras, polisacáridos, derivados de la
leche

Metabolitos secundarios
� antibióticos: Penicillum notatum (penicilina), Streptomy-

ces sp (estreptomicina), hongos (micotoxinas)

Ingeniería genética
� vacunas

� algunas hormonas (la insulina, se produce a partir de E.

coli recombinante  hiperacumuladora; hormona del cre-
cimiento humano, interferones)

� agentes para el control de insectos: la proteína tóxi-
ca del Bacillus thuringensis (Bt) es introducida a ve-
getales

Microbiología industrial
Esta rama de la microbiología tiene por objeto la produc-
ción a gran escala de microorganismos de interés (bio-
masa microbiana), que serán empleados como inoculan-
tes en la producción de vinos, cervezas, pan, derivados
lácteos, etc., para la obtención de enzimas de interés,
como celulasa, lipasas, Taq-polimerasa, enzima termolá-
bil, empleada en la reacción en cadena de la polimerasa
(PCR), de metabolitos de interés: aminoácidos, hormo-
nas, vitaminas, antibióticos, etc. Los microorganismos se
emplean también en el control de insectos y otras plagas,
en la recuperación de metales y en el cuidado del am-
biente (cuadro 2).

En sus comienzos la biotecnología, aplicó los métodos de
selección, mutación e intercambio genético. Si bien este
método se sigue empleando, en la biotecnología moder-
na estas técnicas se complementan con el empleo de la

tecnología del ADN recombinante. Se puede, así, añadir
nueva información genética a las células que se desee
(vegetal, animal, microbiana) (cuadro 3).

Cuadro 2- Aplicaciones de los microorganismos

Enzimas: amilasas, glucosa isomerasa, proteasas

Aditivos para alimentos: aa (fenilalanina, lisina, glutamato
monosódico), vitaminas  (B

12
, riboflavina), ácidos orgánios

(ác. cítrico), nucleótidos, polisacáridos

Productos químicos comunes: citrato, ácido acético, eta-
nol, solventes industriales, alcoholes y acetona, produci-
dos por fermentación

Farmaceúticos: antibióticos (penicilina, estreptomicina), bio-
polímeros (fenoxialcanos), hormonas (por ingeniería ge-
nética las bacterias pueden producir insulina de uso hu-
mano), alcaloides

Productos agrícolas: utilización de inoculantes para: legu-
minosas, silos, viveros forestales, otros (control biológico
de microorganismos fitopatógenos  e insectos plaga, ej:
Bacillus thuringensis)

Protección del ambiente: microorganismos naturales o mo-
dificados genéticamente en la biodegradación de políme-
ros, recuperación de metales (biorremediación)

Biocombustibles: metano, etanol, H
2
, biodiesel

Cuadro 3- Cepas microbianas empleadas para
procesos industriales

� cepas nativas seleccionadas en la naturaleza

� cepas de colección que se adquieren en estado liofilizado

� selección de mutantes espontáneas (resistentes a fagos,
con propiedades aromáticas, etc.)

� organismos genéticamente modificadas (OGM) a los cua-
les se les integraron genes de interés en plásmidos, me-
diante técnicas de ingeniería genética

El cuadro 4 resume algunas de las propiedades que se
les exige a un microorganismo que va a ser empleado en
la industria.
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Fermentaciones específicas de la leche
1. Fermentación láctica, que como vimos es producida

por enzimas microbianas que liberan ácido láctico de
la lactosa. Las bacterias más importantes son Strep-

tococcus lactis y S. cremoris, mesófilos y presentes
en la leche. Se produce la precipitación de la caseína
(cuajada). Leuconostoc citrovorum también produce
ácido láctico, L. dextranicum produce ácido acético,
etanol y CO

2
. Lactobacillus casei es usado en la pre-

paración de quesos, L. acidofillus. L. bulgaricus y L.

plantarum son importantes en la elaboración de leches
ácidas.

2. Fermentación gaseosa: otros microorganismos no
deseables producen ácidos y gases: micrococus, coli-
formes. Escherichia coli y Aerobacter aerogenes libe-
ran CO

2 
e H

2
 a partir de lactosa. Otros microorganismos

pueden ser Clostridium butyricum y levaduras como
Candida y Torulopsis.

3. Producción de aromas y sabores agradables: Strep-

tococcus citrovorus, S. paracitrovorus que dan produc-
tos volátiles como el ácido acético o el diacetilo a partir
de ácido cítrico.

4. Fermentación proteolítica: producida por microorga-
nismos que desdoblan proteínas dando olores y sabo-
res desagradables. Los organismos son Streptococcus

liquefaciens, Clostridium butyricum, Bacillus subtilis, Se-

rratia marcens, Pseudomonas putrefaciens.

5. Fermentación lipolítica: causada por microorganis-
mos que desdoblan las grasas en glicerol y ácidos gra-
sos y en consecuencia se produce rancidez: Pseudo-

monas fluorescens, Achromobactyer lipoliticum, levadu-
ras (Candida lipolitica), hongos (Penicullum spp., Geo-

trochum candidum).

Derivados de la leche
Los productos fermentados son consecuencia de la ac-
tividad controlada de un conjunto de microorganismos.
Con la pasteurización de la leche fue necesario susti-
tuir la microflora natural por cepas seleccionadas y con-
troladas que aseguren la estandarización de los pro-
ductos.

9
8
7
6
5
4
3
2
1

tiempo

tiempo

a

b

pH

concentración

ácido láctico

lactosa

* Período de acidificación, en el que se desarrollan acti-
vamente los microorganismos productores de ácido lác-
tico a partir de lactosa hasta que su concentración llega
a un 1%. La figura 2a muestra la variación de pH del
sustrato a medida que la fermentación progresa. A pH
cercanos a 4,0 la acidificación se detiene por autoinhi-

bición de la flora láctica. En la figura 2b se aprecian las
variaciones de la lactosa, azúcar de la leche, y el ácido
láctico, en el tiempo.

* Fase de neutralización: el ácido estabiliza al producto
pero pueden prosperar hongos y levaduras si la tempe-
ratura es adecuada, que consumen el ácido láctico. En
la superficie se aprecia densa capa de hongos. El pro-
ducto se desestabiliza y el resto de las fracciones orgá-
nicas son degradadas.

* Fase de putrefacción llevada a cabo por bacterias y
hongos que permanecieron al estado latente a pH bajo
y ahora atacan la caseína (proteolisis) y luego los lípi-
dos (lipolisis), descomponen totalmente la leche de-
jando un líquido claro, que puede poseer sustancias
tóxicas.

Figura 2 - a) Evolución del pH del sustrato en el tiempo, b)
Variación en la concentración del ácido láctico y lactosa
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Los microorganismos son muy empleados en proce-
sos vinculados a las industrias alimenticia, química, far-
macéutica, en la elaboración de inoculantes para la agri-
cultura y la protección del ambiente. El hombre, desde
muy antiguo, aún sin reconocer la acción de los micro-
organismos se valió de ellos para conservar alimen-
tos, como por ejemplo, mediante el empleo de las fer-
mentaciones, especialmente la alcohólica, ya referidas
en Egipto, 6.000 años AC. Pero cuando se emplean
los microorganismos en microbiología industrial o bio-
tecnología, se trabaja con el organismo o la comuni-
dad seleccionada el que se propaga en un ambiente
controlado.

El cuadro 1 resume la evolución de la aplicación de los
microorganismos en Biotecnología: manipulación cientí-
fica de procesos realizados por microorganismos y sus
enzimas y en sentido más estricto, modernamente se de-
signan con el mismo término a los procesos que involu-
cran al ADN recombinante.

Se reconocen áreas en la Biotecnología:

i) producción de biomasa

ii) fermentaciones (procesos biológicos que ocurren en la
oscuridad y no involucran cadenas respiratorias con O

2

o NO
3
– como aceptares de electrones)

iii) obtención de metabolitos secundarios de los microor-
ganismos

iv) empleo de microorganismos genéticamente modifica-
dos (MGM)

Aplicaciones industriales de los

microorganismos20

Cuadro 1- Cronología del desarrollo de la
Biotecnología

Etapa pre-Pasteur (anterior a 1865)

➢ Bebidas alcohólicas (cervezas, vinos)
➢ Productos lácteos (quesos, yogur)
➢ Vinagre
Etapa Pasteur (1865-1940)

➢ Fermentaciones Industriales (etanol, butanol, ace-
tona, glicerol)

➢ Producción de ácidos orgánicos (acético, cítrico,
láctico)

Etapa Antibióticos (1940-1960)

➢ Producción a gran escala de antibióticos
➢ Transformaciones de esteroles (cortisona, estróge-

nos)
Etapa post-antibióticos (1960-1975)

➢ Producción de: aminoácidos, enzimas industriales
➢ Enzimas inmovilizadas
➢ Proteína unicelular, polisacáridos
Etapa Biotecnología Molecular (1975-presente)

➢ Tecnología del ADN recombinante
➢ Primeros productos aparecen en el mercado en

1982 (vacunas, insulina humana)

Producción de biomasa
� fuente de energía renovable. Ej. Gasohol en Brasil

� producción de proteínas microbianas (SCP=single cell

protein)

Ejemplos: Candida lipolytica, levadura que crece en hi-
drocarburos derivados del petróleo crudo y en hidrocar-
buros alifáticos de cadenas largas (C

12
-C

18
)
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La pasteurización elimina a la mayoría de los microorga-
nismos que alteran el producto, pero no esteriliza.

Tipos: baja 62ºC durante 30’
alta 72ºC durante 15”
ultrapasteurización  140ºC durante 1”

Esterilización : se incrementa la distribución de leches
esterilizadas (larga vida), las que son sometidas a 143ºC
durante 3 segundos, en tubos concéntricos y enfriada rá-
pidamente.

En la última parte del siglo 19 se aislaron por primera vez
los microorganismos responsables de la fermentación lác-
tica. En la actualidad se emplean grandes volúmenes de
inoculantes adecuadamente seleccionados por criterios:

* temperatura de crecimiento y actividad

* acidificación : nivel de ácido láctico y velocidad de for-
mación

* actividad proteolítica, importante en la preparación de
quesos

* estabilidad genética de las cepas

* resistencia a bacteriófagos

Muchos de estos microorganismos empleados como ini-
ciadores (starter) contienen numerosos plásmidos de
particular importancia porque codifican propiedades esen-
ciales como: fermentación de la lactosa, actividad protei-
nasa, metabolismo del citrato, propiedades antagonistas,
resistencia a bacteríofagos. Algunas especies poseen
estos genes en el cromosoma. La pérdida de estos plás-
midos explica la inestabilidad de algunas de estas propie-
dades esenciales (Varnam, 1993). El análisis molecular
de los plásmidos que albergan los genes que codifican
estas propiedades hace posible aplicar los conocimientos
de la genética de las bacterias lácticas para mejorar ce-
pas existentes o producir nuevas. La inclusión de estos
genes en el cromosoma es otra de las orientaciones para
incrementar la estabilidad de los cultivos.

Los inóculos se producen en la actualidad en general en
laboratorios especializados y se comercializan como cul-
tivos liofilizados:

� La ampolla que los contiene se llena con leche estéril
descremada, se agita enérgicamente para suspender
el cultivo y se incuba a 23-24ºC por 16-18 horas

� Estos cultivos se repican en leche descremada (1 litro)
en condiciones asépticas y se incuban 12 horas a 23-
25ºC (primer subcultivo), luego se logran otros subculti-
vos a razón del 2% de inóculo y 18 horas de incuba-
ción. Uno de ellos se usa para mantener la cepa en el
refrigerador.

Un cultivo puro no se puede repicar indefinidamente sin
que se alteren sus características. Debe procurarse nue-
vamente un cultivo puro. El cuadro 3 resume algunos de
los productos obtenidos por fermentaciones a partir de
la leche.

Leches ácidas

Yogur
Se prepara a partir de leche con poca grasa inoculada
con cultivo mixto de:

Streptococcus thermophillus, para la producción de ácido
láctico y  Lactobacillus bulgaricus, que contribuye al sa-
bor y aroma.

La fermentación se realiza a 45ºC durante varias horas,
(figura 3) la acidez coagula la leche produciendo también
la digestión parcial de la caseína que facilita su asimila-
ción. El yogur recién preparado contiene 109 bacterias por
gramo. Las formas sólidas se preparan con leche con-
centrada y se fermentan durante 2-3 horas en los enva-
ses de venta. El yogur líquido se incuba a una temperatu-
ra más baja y por un tiempo mayor, luego se mezcla y se
enfría antes del envasado.

Leche ácida
Es otro tipo de leche fermentada preparada con cultivos
de Lactobacillus acidophillus a la que se le atribuye ma-
yor efecto dietético debido a que la bacteria sobrevive en
el estómago y produce ácido láctico en el intestino lo que
inhibe el desarrollo de microorganismos de la putrefac-
ción. Crece más lentamente y coagula la leche dentro de
las 4 a 8 horas.

Lillian Frioni356
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porulados con forma de bacilo y también bifurcados en
los extremos (figura 4) (Prescott et al., 1999), son inmó-
viles, anaerobias y fermentan lactosa y otros azúcares
dando ácidos acético y láctico. Son habitantes típicos
del tracto intestinal humano y se les atribuyen muchas
propiedades beneficiosas, mejoran la tolerancia a la lac-
tosa, previenen diarreas en niños y son actualmente in-
corporados en numerosos productos fermentados.

Figura 4- Bifidobacterias

Manteca
Su preparación es en parte microbiológica ya que el
agriado inicial de la leche por Streptococcus es necesa-
rio para la separación de la grasa. Estos organismos
producen pequeñas cantidades de acetoína que es oxi-
dada a diacetilo (CH

3
-CO-CO-CH

3
), compuesto respon-

sable del sabor. Es común inocular crema pasteurizada
con cultivos puros de S. lactis, S. cremoris, L. citrovo-

rum y L. diacetylactis.

Cuadro 3 - Alimentos obtenidos por fermentación
láctica

Producto Materia prima Microorganismo

queso cuajo de leche Streptococcus spp.
Leuconostoc spp.

Kefir leche Streptococcus spp.

Saccharomyces kefir

yogur leche desnatada y Streptomyces thermophillus

leche en polvo Lactobacillus bulgaricus

leche ácida leche Lactobacillus acidophillus

manteca crema de leche Lactobacillus bulgaricus

Figura 3-  Esquema en la preparación de yogur

Kefir
Esta leche ácida se consume mucho en Europa Oriental.
Las bacterias lácticas se suplementan con una levadura
fermentadora de la glucosa que le proporciona a esta be-
bida contenido alcohólico de 1-2%. La levadura es Sac-

charomyces kefir y las bacterias Lactobacillus caucasicus

y Streptococcus spp.  El alimento se prepara agregando a
la leche gránulos de kefir de una fermentación anterior.

Otras bacterias de interés son las bifidobacterias (per-
tenecientes a los actinomicetes). El género Bifidobacte-

rium contiene bacilos Gram positivos irregulares, no es-

 Leche tipificada                                                      Leche desnatada

selección de la leche
homogeneización

pasteurización

leche en polvo                concentración                     leche concentrada

   siembra                          cultivo 2-5%
S. tehemophillus

45°C 2-5 horas               incubación                         L. bulgaricus (aroma)

pH 4,6                             refrigeración

conservación (aprox. 1 semana a 7°C)

➤

➤
➤

➤
➤

➤
➤
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Preguntas de repaso

1) Concepto general del proceso de fermentación, rendi-
mientos energéticos y en poder reductor de las princi-
pales fermentaciones.

2) Compare la fermentación homo y la heteroláctica
3) Ejemplos de aplicaciones biotecnológicas de la fer-

mentación láctica
4) ¿Dónde puede obtener inóculos de bacterias lácticas?

Y cómo se usan los comerciales?
5) Características de un buen ensilado.
6) ¿Por qué los medios de cultivo con extracto de levadu-

ra se denominan complejos?
7) Factores que hacen del vino un producto estable.
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Esquema

NATA              Pasteurización            Refrigeración               Maduración
                                                                                  (inóculo)

Suero
Batido

Gránulos Lavado, salado,
armado envasado

Quesos
Es el producto resultante de la concentración de la mate-
ria seca de la leche por coagulación a través de la acción
de microorganismos lácticos. La leche posee microorga-
nismos propios y provenientes del ambiente. Algunos son
perjudiciales y otros se usan para elaborar quesos en for-
ma artesanal. La leche pasteurizada asegura la estan-
darización de la producción al destruir microorganismos
patógenos y saprofitas, colibacterias, levaduras y enzimas
de la leche.

Etapas
* Fermentación, con o sin inoculación con S. lactis, S. cre-

moris, S. casei, Lactobacillus spp.

Aunque hay innumerables tipos de quesos todos requie-
ren la formación de la cuajada, que se separa de de la
fracción líquida o suero. La caseína sufre cambios físico-
químicos y precipita como paracaseinato de calcio. Como
coagulante se puede usar cuajo o ácido.

El primero es más usado y se obtiene del estómago de
terneros lactantes y su principio activo es una proteína, la
renina, activa a pH ácidos (pH 3,8) que se logra por el
ácido láctico de las lactobacterias al fermentar la lactosa.
El ácido láctico produce además sabores característicos
de estos productos.

* La cuajada pasa por un proceso de maduración, excep-
to en algunos quesos frescos o ricota. La dureza del
queso se obtiene en esta etapa: cuanto más agua pier-
da la cuajada y más se comprima, más duro será el
producto. También ocurre hidrólisis de de grasas por
enzimas microbianas y la renina.

Los quesos livianos maduran por enzimas de bacterias,
levaduras y hongos que crecen en su superficie.

Los semiblandos como Limburger maduran por bacte-
rias y otros contaminantes de su superficie. El Roque-
fort lo hace por acción de mohos del género Penicillum

cuyas esporas se inoculan en la suferficie, luego se apre-
cia el color de las hifas (verde, azul, blanco) penetrando
en la pasta. El Camambert madura en pequeños enva-
ses para que las enzimas del Penicillum que ha crecido
aeróbicamente en la superficie, difundan a interior para
realizar la maduración. Propionibacterium produce en el
queso tipo suizo los típicos “ojos” producidos por la libe-
ración de gases.

En los quesos de pasta dura, como Cheddar o Suizo, las
bacterias lácticas crecen anaeróbicamente en su interior,
mueren y se autolizan.

El cuadro 4 muestra características de procesos mi-
crobiológicos y bioquímicos y los microorganismos res-
ponsables de la producción de distintos tipos de que-
sos.

Cuadro 4 - Microbiología de distintos tipos de queso

Tipos Proceso Microorganismo

quesos temperatura de
(en general) fermentación: 35ºC S. lactis o cremoris

                       42ºC Lactobacillus (termófilo)

quesos duros proteolisis, lipolisis bacterias lácticas
(Chedar, suizo) dentro del queso

quesos blandos

no madurados: Lactococcus lactis

Requesón S. thermophilus,

Mozzarella L. bulgaricus

madurados proteolisis, lipolisis crecimiento superficial
(Camambert) de hongos: Penicillum spp.

Seguidos de bacterias
Bacterium

queso suizo ferm. propiónica, Propionibacterium spp.
lipolisis y producción Penicillum roqueforti

pigmento azul

quesos muy 12-16 meses de Lactobacillus lactis,

duros maduración L. cremoris,

madurados (Parmesano) S. thermophilus

 ➤  ➤  ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤
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Elaboración de cerveza

Esta bebida se produce por fermentación de granos sin
azúcares fermentables. El almidón debe ser hidrolizado a
azúcares (maltosa y glucosa) antes de usarse como sus-
trato por las levaduras para su fermentación. Este proceso
se llama sacarificación. Los granos usados pueden ser de
cebada, arroz o maíz. Granos de arroz se usan en Asia,
mientras que el maíz es utilizado en algunas regiones de
América. Los granos  más empleados son los de cebada.

La conversión de los granos de cebada en malta se deno-
mina malteado: los granos se dejan germinar, luego son
secados y molidos. La malta contiene amilasas que son
las enzimas necesarias para degradar el almidón en azú-
cares fácilmente fermentables. Posteriormente se muele
la malta y se deja hidrolizar su suspensión en agua. Algu-
nos productos incluyen la hidrólisis de proteínas, enton-
ces esta mezcla se somete a altas temperaturas para de-
tener estos cambios enzimáticos y se filtra.

Agregado de lúpulo (inflorescencia del vegetal Humulus

lupus),  a la malta para impartirle el característico sabor
amargo de la cerveza por la presencia de una resina solu-
ble que además actúa previniendo el desarrollo de micro-
organismos no deseados.

Fermentación
La maltosa y la glucosa son fermentados por cepas se-
leccionadas de Saccharomyces cerevisiae conocidas
como levaduras cerveceras. Este proceso se realiza a baja
temperatura por espacio de 5 a 10 días produciéndose
etanol y CO

2
.

Maduración
Luego de la fermentación la cerveza se almacena a 0ºC y
precipitan las proteínas, resinas y el líquido se aclara.

Enfermedades
Se pueden producir durante el proceso de fermentación,
en la maduración y en el embotellamiento. Un  agente
nocivo muy común lo constituye la levadura salvaje Sac-

charomyces pasteurianus que provoca un sabor amargo
y desagradable.  Si la temperatura se hace demasiado
alta durante el proceso de maduración y almacenamiento
se desarrollan bacterias lácticas produciendo ácido lácti-

co y enturbiamiento. Las enfermedades pueden evitarse
por pasteurización o esterilización por filtración antes del
embotellado.

Panificación
En la elaboración de pan se usan levaduras para leudar
la masa. La levadura usada es Saccharomyces cerevi-

siae que por fermentación alcohólica de los azúcares pro-
duce etanol y dióxido de carbono. En el caso del pan lo
que interesa es la producción de dióxido de carbono que
hace que aumente el volumen de la masa, el alcohol se
evapora en el horno.

Inóculos: se usan inóculos comerciales, levaduras pro-
ducidas en gran escala, en sistemas aireados, donde el
rendimiento energético es más alto que en la fermenta-
ción. Mediante centrifugado se elimina el líquido y se ob-
tienen los pellets celulares a los que se les agrega aceites
vegetales y se forman los panes de levadura. La levadura
también se vende seca, en polvo.
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Esquema general:

Para finalizar, los subproductos lácteos se pueden agru-
par según su contenido de agua:

con alto porcentaje de agua: la leche

con alto contenido de gasa: la manteca y crema de leche

con alto porcentaje de proteínas: el queso

Conservación de frutas y hortalizas por
fermentación láctica

Por fermentación ácida se conservan hortalizas de hoja,
hortalizas subterráneas y frutas, las más usadas son: pe-
pinos, repollos, cebollas, tomates verdes. El producto re-
sultante se denomina pickle o encurtido.

Pickle
 Producto acidificado resultante de la fermentación lácti-
ca de ciertos vegetales.

La fermentación láctica la realizan las bacterias que se
encuentran en la superficie de los vegetales. En el proce-
so de conservación se procura favorecer el desarrollo de
las bacterias lácticas e impedir el desarrollo de otros mi-
croorganismos que pueden alterar la calidad del alimen-
to. Las condiciones que favorecen el desarrollo de la flora
láctica son: anaerobiosis y concentración de sal a 5%.
Se produce la siguiente secuencia de microorganismos:

Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus cereviseae,

Lactobacillus plantarum,  Lactobacillus brevis

Leuconostoc mesenteroides realiza fermentación hetero-
láctica y los productos finales son ácido láctico, ácido acé-
tico, alcohol y CO

2
. El CO

2
 desaloja el O

2
 del medio y ase-

gura la anaerobiosis. El ácido láctico baja el pH del me-
dio, lo que inhibe la actividad de la restante microflora pre-
sente en los vegetales.

Se estimula así la acción de las bacterias lácticas com-
pletándose la secuencia. Pediococcus cereviseae fermen-
ta manitol y dextranos producido por Leuconostoc mesen-

teroides. Lactobacillus plantarum es el principal productor
de ácido láctico de esta secuencia microbiana.

Chucrut
Es otra técnica de conservación de vegetales por acidifi-
cación. En este caso el vegetal usado es el repollo que se
corta en tiras, se sala en seco y se deja fermentar en reci-
pientes adecuados. El iniciador del proceso fermentativo
es Leuconostoc mesenteroides que produce las condicio-
nes necesarias para la actuación de las restantes bacte-
rias lácticas.

  Cuadro 5- Alimentos vegetales conservados por
fermentación láctica

Alimento Materia prima Microorganismo

Pickle Ciertas Leuconostoc

hortalizas y mesenteroides

frutas Pediococcus cereviseae

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus brevis

Chucrut Repollo Leuconostoc

mesenteroides

Salchichas Carnes y Lactobacillus  plantarum

ahumadas  pescado
Salame Pediococcus cerevisiae

Lactobacillus plantarum

Salsas de Lactobacuillus spp
pescado Aspergillus glaucus (Japon)

Ensilados

La conservación de forrajes o alimentos, granos, tubér-
culos, pescado, etc. en ausencia del aire, ha sido em-
pleada por el hombre desde hace miles de años. En el
caso de alimentos para el ganado, la finalidad del proce-
so es conservar los forrajes con la mayor calidad posi-
ble, por un lapso más o menos prolongado, de forma de
emplearlos en el momento en que se los necesite. Con-
serva el valor nutritivo del forraje a diferencia del proce-
so de secado al aire (heno).

     Leche                Fermentación     Coagulación            Corte y
seleccionada   con o sin      (con cuajo)                 desuerado

inoculación                                   trabajo mecánico
          y cocido

    empaque            maduración           salado            moldeado

 ➤   ➤  ➤

 ➤ ➤ ➤

 
➤
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Cuadro 10 - Uso de las levaduras

Producción de células de levaduras: levadura del pan
levadura seca como alimento y suplemento proteico

Productos de las levaduras: extracto de levadura usado en me-
dios de cultivo
vitaminas A y D, enzimas para la industria alimenticia (invertasa,
galactosidasa)

Productos obtenidos por fermentación: etanol, glicerol

Bebidas alcohólicas: vino, cerveza

Bebidas destiladas: whisky, brandy, vodka, ron

Vinificación

El vino se produce por la fermentación alcohólica del mosto
de uva y el microorganismo responsable es la levadura
Saccharomyces cerevisiae (cuadro 11). La uva colectada
debe tener un contenido adecuado de azúcar (160 a 180 g/
L) para posibilitar un buen sustrato para la fermentación.
En la superficie de las uvas existen levaduras salvajes que
están naturalmente presentes, pero que no hay que dejar
prosperar porque no producen buenas fermentaciones. Para
eliminarlas se trata la superficie vegetal con sustancias como
dióxido de azufre o metabisulfito de potasio. Luego de for-
mado el mosto se le agrega el cultivo de Saccharomyces

cerevisiae aireando el contenido de la cuba para que la le-
vadura se reproduzca rápidamente por respiración.

Luego se debe obtener la anaerobiosis dejando en repo-
so el contenido de la cuba, para que se produzca la fer-
mentación. Se debe tener en cuenta el pH, temperatura y
concentración de azúcar del medio, para posibilitar el buen
trabajo de las levaduras.  El alto contenido de alcohol y
bajo pH, hacen al vino un medio inapropiado para el cre-
cimiento de la mayoría de los microorganismos pero a
veces se puede alterar (cuadro 12).  Pasteur fue el prime-
ro que describió estas alteraciones:

1. si el vino queda expuesto al aire pueden actuar levadu-
ras no deseadas y bacterias que producen ácido acéti-
co transformando al vino en vinagre

2. si el vino se mantiene en condiciones de anaerobiosis
pueden actuar bacterias lácticas que fermentan azúca-
res residuales produciendo mal gusto. Hay levaduras que
pueden crecer en vinos dulces que no alteran el sabor
pero enturbian el producto. Para prevenir las alteracio-
nes se puede pasteurizar, pero este proceso disminuye
la calidad, pues se alteran los azúcares y disminuye el
contenido alcohólico. También se puede esterilizar el pro-
ducto por filtración o agregando aditivos químicos (SO

2
).

Cuadro 11- Características del mosto y del vino

            Mosto                   Vino
• glucosa etanol (11%)
• fructosa (200g/L) levaduras y azúcares < 2g/L
• pH = 3.0-3.8 pH 3,0-3,8
• ácidos tartárico y málico ácidos, idem
• aa, NH

4
+, vitaminas aminoácidos, amonio, vitaminas

• anaerobiosis aromas, en mayor proporción

Cuadro 12 - Lista parcial de microorganismos involucrados en la producción y alteración de vino

Organismo Rol en producción y/o alteración Cambios

Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus 1. ferm.ólica primaria glucosa y/o fructosa
2. carbonatación de vinos espu- etanol y CO

2
mantes en fermentación secundaria
3. enturbiamiento en vinos dulces

Pediococcus, Leuconostoc y Lactobacillus fermentación maloláctica I. ác.málico      ác. láctico y CO
2

II. mejor sabor
Levaduras superficiales pesado crecimiento superficial I. etanol,acetaldehido
Saccharomyces beticus y producción de sabor a Jerez II. sabores
Botrytris cineres crecen en ciertas regiones, en I. deseca la uva

superficie de uvas que dan vinos dulces II. oxida málico a CO
2
 y H

2
O

III. agrega color y sabor
Bacterias del ácido acético y levaduras superficiales alteran vinos expuestos al aire oxidan etanol a ác. acético
Bacterias lácticas Lactobacillus trichodes alteran el vino anaeróbicamente mal gusto

 ➤

 ➤
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Figura 5-  Silo sobre el terreno. El forraje picado es
apisonado para eliminar el aire

El forraje verde que se desea conservar por vía húmeda
es cosechado por una máquina especial, que lo corta y
pica en trozos pequeños que se transportan y acumulan
sobre el terreno o se coloca en construcciones especia-
les, llamados silos (figura 5).

Primera fase: respiración aerobia, los carbohidratos
presentes en el forraje cortado son respirados en presen-
cia de aire; la fotosíntesis continúa mientras las plantas
estén expuestas al sol.

       azúcares + O
2
           CO

2
 + H

2
O + calor

Efectos: disminución de carbohidratos
producción de CO

2
 y H

2
O

aumento de la temperatura
disminución del O

2
 en la masa

Si esta etapa se prolonga el forraje será degradado por
una variedad de microorganismos. La intensidad de la
misma se puede evaluar por el calor liberado. La deten-
ción de la respiración y la muerte rápida de las células se
puede lograr por distintas vías:

* artificialmente, por el agregado de ácidos (acético, etc.)

* naturalmente, permitiendo la evolución de los proce-
sos naturales, como es la fermentación.  La rapidez
y eficacia de la eliminación del aire depende de va-

rios factores; estado de madurez, contenido de hu-
medad, sistema de cosecha del forraje, método em-
pleado.  Cuando el silo está bien construido, sin po-
sibilidad de entrada de aire, esta etapa es breve, se
anula la actividad de microorganismos aerobios, se
liberan los jugos celulares y la temperatura comien-
za a disminuir.

Segunda fase, fermentación, en ausencia de aire: si el
forraje está bien compactado en los silos se elimina rá-
pidamente el exceso de aire y comienza el proceso de
ensilaje. En esta etapa se desarrollan microorganismos
fermentadores, favorecidos por la baja disponibilidad de
O

2
 y la difusión del contenido celular con azúcares fer-

mentescibles. Los principales productos son ácidos lác-

tico, acético, butírico, que acidifican el medio.

Un buen ensilado se caracteriza por poseer:

* alta proporción de ácido láctico

* niveles variables, pero bajas de ácido acético

* muy bajo o nula cantidad de ácido butírico

* ínfima proporción de amonio, lo que significa que las
proteínas han sido degradadas con disminución del
valor nutritivo del silo

Los microorganismos fermentadores se encuentran en la
superficie de los vegetales, en el suelo y se desarrollan
una vez que las condiciones les son favorables. Cada gru-
po posee condiciones óptimas de temperatura, humedad
y presencia y/o ausencia de aire para su mejor desarrollo
(cuadro 6).

La fermentación láctica homo y heterofermentativa es
realizada por la microflora presente en forraje, granos,
etc.

La figura 6 esquematiza las fases del proceso en forra-
jes: una fase aeróbica en el campo, una fase de fermen-
tación inicialmente aerobia, una de almacenamiento y
descarga que resulta en estabilización o deterioro, de-
pendiendo del nivel de pH obtenido y el grado de entra-
da del aire.

 ➤
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Inhibidores: se agregan para evitar el desarrollo de or-
ganismos indeseables, como el SO

2
 que es gas, metabi-

sulfito de sodio, CO
2
 al 1%.

Complementos: la sal común ha sido empleada como
conservadora. Urea, sales orgánicas, etc.

Cultivos bacterianos en algunos países se inoculan

los silos con productos comerciales con bacterias lácti-
cas seleccionadas por su rápida producción de ácido. Si
bien la microflora activa está presente en los vegetales,
puede encontrarse en bajo número o las condiciones
pueden no ser las óptimas. La inoculación puede acele-
rar el proceso.

La figura 7 esquematiza procesos tanto en la forma-
ción como en el deterioro de los silos. Al entrar aire se
desarrollan microorganismos, sobretodo levaduras y
hongos, que consumen el ácido láctico. El silo pierde
la sustancia que lo estabiliza, el pH asciende y se con-
sumen las otras sustancias nutritivas, proteínas, lípi-
dos.  Es importante evitar esto deterioros, mantenien-
do cubierto el forraje.

Figura 7-  Principales cambios en el ensilaje y fases críticas
en el deterioro aerobio y anaerobio según el pH, nivel de O

2
  y

concentración de ácido láctico

En resumen

La obtención de buenos ensilados puede lograrse si se
toman en cuenta ciertas condiciones:

0     1 hora          1 día        10 días       100 días                   tiempo

ac. lac.

2.0

1.5

1.0

0.5

* cosechar en el momento oportuno

* no ensilar forrajes mojados por la lluvia

* picar o macerar el cultivo

* extraer el aire

* agregar melazas en el ensilado de leguminosas

* marchitar los forrajes con alto contenido de humedad

* utilizar sales inorgánicas, inoculantes, otros aditivos, pre-
viamente evaluados.

Fermentación alcohólica

Glucosa          (glicólisis)          pirúvico          acetaldehído        etanol

  CO
2

Los productos finales de la fermentaci6n alcohólica son
etanol y CO

2
 y es realizada por levaduras entre ellas

la más conocida es Saccharomyces cerevisiae. Estas
levaduras tienen más de un tipo metabólico, son aero-
bias y respiran en presencia de O

2
, pero en condicio-

nes anaerobias fermentan. Este tipo de levaduras so-
portan mayores concentraciones de alcohol que otros
microorganismos. Por esto, la fermentación alcohólica
se emplea en la conservación o producción de alimen-
tos. El mecanismo de conservación se basa en la pro-
ducción de  alta concentración de alcohol no tolerado
por la mayoría de los microorganismos, en especial los
degradadores de la materia orgánica que deterioran el
producto. El cuadro 10 muestra diferentes usos de es-
tos microorganismos.

El proceso de fermentación alcohólica es empleado en:

* la elaboración de bebidas alcohólicas

* la producción de pan

* etanol: solvente, desinfectante y que se usa en muchos
países como combustible

 ➤  ➤ ➤  ➤ 
➤
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Figura 6-  Etapas en el ensilaje de un forraje verde

Cuadro 6 - Procesos microbianos en el silo.

Fermentación Temperatura pH Organismo

láctica 5 a 60ºC L. plantarum

óptimo 35ºC 3 y 4 L. brevis

L. casei

S. lactis

acética 18-25ºC grupo coliforme

butírica 20-40ºC 4 y 5 Clostridium

La producción de ácido acético, causada por microorga-
nismos del grupo coliforme es de escaso significado en
los silos. La fermentación butírica no es deseada, pues
causa sabores desagradables, sobre todo para el hom-
bre. Los animales pueden tolerarlo. Se puede producir
también mezcla de ácido acético, etanol e H

2
. La tempe-

ratura más favorable para especies de Clostridium es en-
tre 20 y 40ºC y no soportan pH inferiores a 4,0.

Ventajas de la fermentación láctica:
* asegura alta concentración de ácido láctico, elemen-

to nutritivo y conservador, sin la formación de productos
secundarios no palatables o innecesarios

* conservación de un mayor porcentaje de elementos nu-
tritivos, al desarrollarse a bajas temperaturas se mini-

mizan las pérdidas por respiración. Los microorganis-
mos responsables se encuentran normalmente en nú-
mero suficiente en el exterior de forrajes y su sabor y
olor son apetecidos por el ganado

* no causa efectos secundarios o perjudiciales en la salud
del ganado, ni altera sabor o apariencia de derivados
de la leche, como manteca, queso.

Condiciones para un rápido ensilaje
* Medio anaerobio: se debe excluir rápidamente el aire

atrapado en la masa

* Temperatura entre 5 y 60ºC; entre 5 y 20ºC las únicas
bacterias que pueden desarrollarse son las lácticas, im-
pidiendo la fermentación butírica. El cuadro 7 muestra
las proporciones relativas de ambos ácidos.

Cuadro 7 - Ensilados a distintas temperaturas

Temperatura ºC % ác. láctico % ác. butírico

45 0,4 3,7
30 1,9 0,1
22 1,2 0,1

* Facilitar rápido contacto entre las bacterias y los carbo-
hidratos; el picado o triturado de los forrajes permite la
exclusión del aire y el contacto con las bacterias. El pro-
ceso se acelera.

* Contenido de humedad de los forrajes entre 60 y 75%
asegura una alta concentración de azúcares fermen-
tescibles, como por ejemplo 60% en sorgo, 70% en
maíz y 75% en pasturas. Debajo de estos niveles se
corre el riesgo de alcanzar altas temperaturas por mala
compactación y expulsión del aire con la consiguiente
pérdida de carbohidratos y digestibilidad de proteínas.

* Mantener en la masa un pH de 3 a 4, que asegura la
permanencia del ácido láctico e impide la proliferación
de otros organismos.

Exclusión del aire

Bacterias butíricas
y acéticas Forraje picado y compactado Bacterias lácticas

Hidratos de CHumedad, jugos
vegetales

          Ausencia de O2

Desarrollo de bacterias lácticas

Rico en azúcares

Fermentación

Pobre en azúcares

Buen ensilado

Aditivos

Mal ensilado

➤ ➤

➤
➤

➤➤

➤ ➤

➤

➤

➤
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* Impedir la entrada de aire al silo una vez terminado el
proceso, pues se crearía un ambiente favorable para el
desarrollo de organismos butíricos.

Cultivos a ensilar

Dentro de la gran variedad de plantas aptas para ensilar,
debemos señalar sus diferencias en cuanto a su disponi-
bilidad en azúcares (cuadro 8):

Cuadro 8-  Tenor en azúcares y proteínas en
forrajes

Forraje Carbohidratos Proteínas

maíz o sorgo  elevado muy bajo
gramíneas (pasturas)  alto regular
gramíneas + leguminosas  mediano mediano
leguminosas  muy bajo elevado

Valores válidos cuando los cultivos se cosechan en el
momento aconsejado para ensilar.  El forraje a ensilar
deberá contener elevado contenido de glúcidos y bajo de
proteínas, ya que éstas al ser degradadas producen amo-
nio que neutraliza al ácido láctico, restándole calidad al
producto. El cuadro 9 muestra características de silos a
partir de diferentes plantas.

Cuadro 9  -  Características de los materiales
iniciales y de los tres silos obtenidos

 Forraje Materia Proteína Azúcares Azúcares/

seca %  bruta % solubles % proteínas

 alfalfa 24,4 25,2 3,9 0,15
 sorgo 35,2 9,4 10,4 1,10
 maíz 24,1 8,6 15,9 1,80

  %      %                       ácidos %

Silo %M.S. Prot Azúcares pH L A P B

sorgo 34,7 8,5 2,8 4,2 1,8 0,6 0,0 0,0
maíz 22,4 10,2 3,8 3,9 1,7 0,6 0,0 0,0
alfalfa 21,2 16,7 1,3 5,7 0,0 1,1 0,5 1,9

ácidos: L=láctico, A=acético, P=propiónico, B=butírico

En el corte, maíz y sorgo presentan entre 30 y 40% de
materia seca, que coincide con el estado fenológico de
grano lechoso a grano pastoso y la producción de carbo-
hidratos es elevada asegurando el desarrollo de microor-
ganismos fermentadores.

Aditivos

Se recomienda el uso de estas sustancias cuando la es-
casez o el exceso de algún elemento en la planta hace
insegura la conservación del silo, o cuando se desea me-
jorar el valor nutritivo, la apeticibilidad, o ambos. La co-
rrecta distribución de estas sustancias en toda la masa
del silo asegura su eficacia.

Productos ricos en carbohidratos: se agregan a mate-
riales pobres en ellos, como las leguminosas:

* melaza, subproducto de la refinería de la caña de azú-
car, se presenta como un líquido oscuro, espeso, con
olor característico que es muy empleada por su bajo
costo. Se mezcla en partes iguales con agua y puede
agregarse a la cosechadora que va regando el forraje
(3-5% en peso), con este aditivo.

* granos: poseen almidón, poco empleado por la flora lác-
tica hasta desdoblamiento enzimático en azúcares. Se
aconseja más la harina de granos (70 a 100 kg/ton fo-
rraje).

* suero de leche: posee entre 4 y 5% de lactosa, pero los
volúmenes a manejar son grandes (250 L/ton forraje).
Se usan más sueros desecados (20-30 kg/ton)

* papas, remolacha azucarera, desechos de frutas, etc.
son también empleados.

Conservadores: agregado de ácidos directamente al fo-
rraje hasta bajar su pH a menos de 4,0. Método AIV: se
emplean 4 partes de ácido sulfúrico y 6 de ácido clorhídri-
co, que se mezcla en el momento de ensilar diluyendo en
5-6 veces su peso en agua. Se detiene la actividad de las
células, que se marchitan y el desarrollo de microorganis-
mos indeseables. Se usa en países nórdicos, muy fríos,
donde cuesta establecer la fermentación.
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Figura 6-  Etapas en el ensilaje de un forraje verde

Cuadro 6 - Procesos microbianos en el silo.

Fermentación Temperatura pH Organismo

láctica 5 a 60ºC L. plantarum

óptimo 35ºC 3 y 4 L. brevis

L. casei

S. lactis

acética 18-25ºC grupo coliforme

butírica 20-40ºC 4 y 5 Clostridium

La producción de ácido acético, causada por microorga-
nismos del grupo coliforme es de escaso significado en
los silos. La fermentación butírica no es deseada, pues
causa sabores desagradables, sobre todo para el hom-
bre. Los animales pueden tolerarlo. Se puede producir
también mezcla de ácido acético, etanol e H

2
. La tempe-

ratura más favorable para especies de Clostridium es en-
tre 20 y 40ºC y no soportan pH inferiores a 4,0.

Ventajas de la fermentación láctica:
* asegura alta concentración de ácido láctico, elemen-

to nutritivo y conservador, sin la formación de productos
secundarios no palatables o innecesarios

* conservación de un mayor porcentaje de elementos nu-
tritivos, al desarrollarse a bajas temperaturas se mini-

mizan las pérdidas por respiración. Los microorganis-
mos responsables se encuentran normalmente en nú-
mero suficiente en el exterior de forrajes y su sabor y
olor son apetecidos por el ganado

* no causa efectos secundarios o perjudiciales en la salud
del ganado, ni altera sabor o apariencia de derivados
de la leche, como manteca, queso.

Condiciones para un rápido ensilaje
* Medio anaerobio: se debe excluir rápidamente el aire

atrapado en la masa

* Temperatura entre 5 y 60ºC; entre 5 y 20ºC las únicas
bacterias que pueden desarrollarse son las lácticas, im-
pidiendo la fermentación butírica. El cuadro 7 muestra
las proporciones relativas de ambos ácidos.

Cuadro 7 - Ensilados a distintas temperaturas

Temperatura ºC % ác. láctico % ác. butírico

45 0,4 3,7
30 1,9 0,1
22 1,2 0,1

* Facilitar rápido contacto entre las bacterias y los carbo-
hidratos; el picado o triturado de los forrajes permite la
exclusión del aire y el contacto con las bacterias. El pro-
ceso se acelera.

* Contenido de humedad de los forrajes entre 60 y 75%
asegura una alta concentración de azúcares fermen-
tescibles, como por ejemplo 60% en sorgo, 70% en
maíz y 75% en pasturas. Debajo de estos niveles se
corre el riesgo de alcanzar altas temperaturas por mala
compactación y expulsión del aire con la consiguiente
pérdida de carbohidratos y digestibilidad de proteínas.

* Mantener en la masa un pH de 3 a 4, que asegura la
permanencia del ácido láctico e impide la proliferación
de otros organismos.

Exclusión del aire

Bacterias butíricas
y acéticas Forraje picado y compactado Bacterias lácticas

Hidratos de CHumedad, jugos
vegetales

          Ausencia de O2

Desarrollo de bacterias lácticas

Rico en azúcares

Fermentación

Pobre en azúcares

Buen ensilado

Aditivos

Mal ensilado

➤ ➤

➤
➤

➤➤

➤ ➤

➤

➤

➤
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* Impedir la entrada de aire al silo una vez terminado el
proceso, pues se crearía un ambiente favorable para el
desarrollo de organismos butíricos.

Cultivos a ensilar

Dentro de la gran variedad de plantas aptas para ensilar,
debemos señalar sus diferencias en cuanto a su disponi-
bilidad en azúcares (cuadro 8):

Cuadro 8-  Tenor en azúcares y proteínas en
forrajes

Forraje Carbohidratos Proteínas

maíz o sorgo  elevado muy bajo
gramíneas (pasturas)  alto regular
gramíneas + leguminosas  mediano mediano
leguminosas  muy bajo elevado

Valores válidos cuando los cultivos se cosechan en el
momento aconsejado para ensilar.  El forraje a ensilar
deberá contener elevado contenido de glúcidos y bajo de
proteínas, ya que éstas al ser degradadas producen amo-
nio que neutraliza al ácido láctico, restándole calidad al
producto. El cuadro 9 muestra características de silos a
partir de diferentes plantas.

Cuadro 9  -  Características de los materiales
iniciales y de los tres silos obtenidos

 Forraje Materia Proteína Azúcares Azúcares/

seca %  bruta % solubles % proteínas

 alfalfa 24,4 25,2 3,9 0,15
 sorgo 35,2 9,4 10,4 1,10
 maíz 24,1 8,6 15,9 1,80

  %      %                       ácidos %

Silo %M.S. Prot Azúcares pH L A P B

sorgo 34,7 8,5 2,8 4,2 1,8 0,6 0,0 0,0
maíz 22,4 10,2 3,8 3,9 1,7 0,6 0,0 0,0
alfalfa 21,2 16,7 1,3 5,7 0,0 1,1 0,5 1,9

ácidos: L=láctico, A=acético, P=propiónico, B=butírico

En el corte, maíz y sorgo presentan entre 30 y 40% de
materia seca, que coincide con el estado fenológico de
grano lechoso a grano pastoso y la producción de carbo-
hidratos es elevada asegurando el desarrollo de microor-
ganismos fermentadores.

Aditivos

Se recomienda el uso de estas sustancias cuando la es-
casez o el exceso de algún elemento en la planta hace
insegura la conservación del silo, o cuando se desea me-
jorar el valor nutritivo, la apeticibilidad, o ambos. La co-
rrecta distribución de estas sustancias en toda la masa
del silo asegura su eficacia.

Productos ricos en carbohidratos: se agregan a mate-
riales pobres en ellos, como las leguminosas:

* melaza, subproducto de la refinería de la caña de azú-
car, se presenta como un líquido oscuro, espeso, con
olor característico que es muy empleada por su bajo
costo. Se mezcla en partes iguales con agua y puede
agregarse a la cosechadora que va regando el forraje
(3-5% en peso), con este aditivo.

* granos: poseen almidón, poco empleado por la flora lác-
tica hasta desdoblamiento enzimático en azúcares. Se
aconseja más la harina de granos (70 a 100 kg/ton fo-
rraje).

* suero de leche: posee entre 4 y 5% de lactosa, pero los
volúmenes a manejar son grandes (250 L/ton forraje).
Se usan más sueros desecados (20-30 kg/ton)

* papas, remolacha azucarera, desechos de frutas, etc.
son también empleados.

Conservadores: agregado de ácidos directamente al fo-
rraje hasta bajar su pH a menos de 4,0. Método AIV: se
emplean 4 partes de ácido sulfúrico y 6 de ácido clorhídri-
co, que se mezcla en el momento de ensilar diluyendo en
5-6 veces su peso en agua. Se detiene la actividad de las
células, que se marchitan y el desarrollo de microorganis-
mos indeseables. Se usa en países nórdicos, muy fríos,
donde cuesta establecer la fermentación.
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Figura 5-  Silo sobre el terreno. El forraje picado es
apisonado para eliminar el aire

El forraje verde que se desea conservar por vía húmeda
es cosechado por una máquina especial, que lo corta y
pica en trozos pequeños que se transportan y acumulan
sobre el terreno o se coloca en construcciones especia-
les, llamados silos (figura 5).

Primera fase: respiración aerobia, los carbohidratos
presentes en el forraje cortado son respirados en presen-
cia de aire; la fotosíntesis continúa mientras las plantas
estén expuestas al sol.

       azúcares + O
2
           CO

2
 + H

2
O + calor

Efectos: disminución de carbohidratos
producción de CO

2
 y H

2
O

aumento de la temperatura
disminución del O

2
 en la masa

Si esta etapa se prolonga el forraje será degradado por
una variedad de microorganismos. La intensidad de la
misma se puede evaluar por el calor liberado. La deten-
ción de la respiración y la muerte rápida de las células se
puede lograr por distintas vías:

* artificialmente, por el agregado de ácidos (acético, etc.)

* naturalmente, permitiendo la evolución de los proce-
sos naturales, como es la fermentación.  La rapidez
y eficacia de la eliminación del aire depende de va-

rios factores; estado de madurez, contenido de hu-
medad, sistema de cosecha del forraje, método em-
pleado.  Cuando el silo está bien construido, sin po-
sibilidad de entrada de aire, esta etapa es breve, se
anula la actividad de microorganismos aerobios, se
liberan los jugos celulares y la temperatura comien-
za a disminuir.

Segunda fase, fermentación, en ausencia de aire: si el
forraje está bien compactado en los silos se elimina rá-
pidamente el exceso de aire y comienza el proceso de
ensilaje. En esta etapa se desarrollan microorganismos
fermentadores, favorecidos por la baja disponibilidad de
O

2
 y la difusión del contenido celular con azúcares fer-

mentescibles. Los principales productos son ácidos lác-

tico, acético, butírico, que acidifican el medio.

Un buen ensilado se caracteriza por poseer:

* alta proporción de ácido láctico

* niveles variables, pero bajas de ácido acético

* muy bajo o nula cantidad de ácido butírico

* ínfima proporción de amonio, lo que significa que las
proteínas han sido degradadas con disminución del
valor nutritivo del silo

Los microorganismos fermentadores se encuentran en la
superficie de los vegetales, en el suelo y se desarrollan
una vez que las condiciones les son favorables. Cada gru-
po posee condiciones óptimas de temperatura, humedad
y presencia y/o ausencia de aire para su mejor desarrollo
(cuadro 6).

La fermentación láctica homo y heterofermentativa es
realizada por la microflora presente en forraje, granos,
etc.

La figura 6 esquematiza las fases del proceso en forra-
jes: una fase aeróbica en el campo, una fase de fermen-
tación inicialmente aerobia, una de almacenamiento y
descarga que resulta en estabilización o deterioro, de-
pendiendo del nivel de pH obtenido y el grado de entra-
da del aire.

 ➤
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Inhibidores: se agregan para evitar el desarrollo de or-
ganismos indeseables, como el SO

2
 que es gas, metabi-

sulfito de sodio, CO
2
 al 1%.

Complementos: la sal común ha sido empleada como
conservadora. Urea, sales orgánicas, etc.

Cultivos bacterianos en algunos países se inoculan

los silos con productos comerciales con bacterias lácti-
cas seleccionadas por su rápida producción de ácido. Si
bien la microflora activa está presente en los vegetales,
puede encontrarse en bajo número o las condiciones
pueden no ser las óptimas. La inoculación puede acele-
rar el proceso.

La figura 7 esquematiza procesos tanto en la forma-
ción como en el deterioro de los silos. Al entrar aire se
desarrollan microorganismos, sobretodo levaduras y
hongos, que consumen el ácido láctico. El silo pierde
la sustancia que lo estabiliza, el pH asciende y se con-
sumen las otras sustancias nutritivas, proteínas, lípi-
dos.  Es importante evitar esto deterioros, mantenien-
do cubierto el forraje.

Figura 7-  Principales cambios en el ensilaje y fases críticas
en el deterioro aerobio y anaerobio según el pH, nivel de O

2
  y

concentración de ácido láctico

En resumen

La obtención de buenos ensilados puede lograrse si se
toman en cuenta ciertas condiciones:

0     1 hora          1 día        10 días       100 días                   tiempo

ac. lac.

2.0

1.5

1.0

0.5

* cosechar en el momento oportuno

* no ensilar forrajes mojados por la lluvia

* picar o macerar el cultivo

* extraer el aire

* agregar melazas en el ensilado de leguminosas

* marchitar los forrajes con alto contenido de humedad

* utilizar sales inorgánicas, inoculantes, otros aditivos, pre-
viamente evaluados.

Fermentación alcohólica

Glucosa          (glicólisis)          pirúvico          acetaldehído        etanol

  CO
2

Los productos finales de la fermentaci6n alcohólica son
etanol y CO

2
 y es realizada por levaduras entre ellas

la más conocida es Saccharomyces cerevisiae. Estas
levaduras tienen más de un tipo metabólico, son aero-
bias y respiran en presencia de O

2
, pero en condicio-

nes anaerobias fermentan. Este tipo de levaduras so-
portan mayores concentraciones de alcohol que otros
microorganismos. Por esto, la fermentación alcohólica
se emplea en la conservación o producción de alimen-
tos. El mecanismo de conservación se basa en la pro-
ducción de  alta concentración de alcohol no tolerado
por la mayoría de los microorganismos, en especial los
degradadores de la materia orgánica que deterioran el
producto. El cuadro 10 muestra diferentes usos de es-
tos microorganismos.

El proceso de fermentación alcohólica es empleado en:

* la elaboración de bebidas alcohólicas

* la producción de pan

* etanol: solvente, desinfectante y que se usa en muchos
países como combustible

 ➤  ➤ ➤  ➤ 
➤
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Esquema general:

Para finalizar, los subproductos lácteos se pueden agru-
par según su contenido de agua:

con alto porcentaje de agua: la leche

con alto contenido de gasa: la manteca y crema de leche

con alto porcentaje de proteínas: el queso

Conservación de frutas y hortalizas por
fermentación láctica

Por fermentación ácida se conservan hortalizas de hoja,
hortalizas subterráneas y frutas, las más usadas son: pe-
pinos, repollos, cebollas, tomates verdes. El producto re-
sultante se denomina pickle o encurtido.

Pickle
 Producto acidificado resultante de la fermentación lácti-
ca de ciertos vegetales.

La fermentación láctica la realizan las bacterias que se
encuentran en la superficie de los vegetales. En el proce-
so de conservación se procura favorecer el desarrollo de
las bacterias lácticas e impedir el desarrollo de otros mi-
croorganismos que pueden alterar la calidad del alimen-
to. Las condiciones que favorecen el desarrollo de la flora
láctica son: anaerobiosis y concentración de sal a 5%.
Se produce la siguiente secuencia de microorganismos:

Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus cereviseae,

Lactobacillus plantarum,  Lactobacillus brevis

Leuconostoc mesenteroides realiza fermentación hetero-
láctica y los productos finales son ácido láctico, ácido acé-
tico, alcohol y CO

2
. El CO

2
 desaloja el O

2
 del medio y ase-

gura la anaerobiosis. El ácido láctico baja el pH del me-
dio, lo que inhibe la actividad de la restante microflora pre-
sente en los vegetales.

Se estimula así la acción de las bacterias lácticas com-
pletándose la secuencia. Pediococcus cereviseae fermen-
ta manitol y dextranos producido por Leuconostoc mesen-

teroides. Lactobacillus plantarum es el principal productor
de ácido láctico de esta secuencia microbiana.

Chucrut
Es otra técnica de conservación de vegetales por acidifi-
cación. En este caso el vegetal usado es el repollo que se
corta en tiras, se sala en seco y se deja fermentar en reci-
pientes adecuados. El iniciador del proceso fermentativo
es Leuconostoc mesenteroides que produce las condicio-
nes necesarias para la actuación de las restantes bacte-
rias lácticas.

  Cuadro 5- Alimentos vegetales conservados por
fermentación láctica

Alimento Materia prima Microorganismo

Pickle Ciertas Leuconostoc

hortalizas y mesenteroides

frutas Pediococcus cereviseae

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus brevis

Chucrut Repollo Leuconostoc

mesenteroides

Salchichas Carnes y Lactobacillus  plantarum

ahumadas  pescado
Salame Pediococcus cerevisiae

Lactobacillus plantarum

Salsas de Lactobacuillus spp
pescado Aspergillus glaucus (Japon)

Ensilados

La conservación de forrajes o alimentos, granos, tubér-
culos, pescado, etc. en ausencia del aire, ha sido em-
pleada por el hombre desde hace miles de años. En el
caso de alimentos para el ganado, la finalidad del proce-
so es conservar los forrajes con la mayor calidad posi-
ble, por un lapso más o menos prolongado, de forma de
emplearlos en el momento en que se los necesite. Con-
serva el valor nutritivo del forraje a diferencia del proce-
so de secado al aire (heno).

     Leche                Fermentación     Coagulación            Corte y
seleccionada   con o sin      (con cuajo)                 desuerado

inoculación                                   trabajo mecánico
          y cocido

    empaque            maduración           salado            moldeado

 ➤   ➤  ➤

 ➤ ➤ ➤

 
➤
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Cuadro 10 - Uso de las levaduras

Producción de células de levaduras: levadura del pan
levadura seca como alimento y suplemento proteico

Productos de las levaduras: extracto de levadura usado en me-
dios de cultivo
vitaminas A y D, enzimas para la industria alimenticia (invertasa,
galactosidasa)

Productos obtenidos por fermentación: etanol, glicerol

Bebidas alcohólicas: vino, cerveza

Bebidas destiladas: whisky, brandy, vodka, ron

Vinificación

El vino se produce por la fermentación alcohólica del mosto
de uva y el microorganismo responsable es la levadura
Saccharomyces cerevisiae (cuadro 11). La uva colectada
debe tener un contenido adecuado de azúcar (160 a 180 g/
L) para posibilitar un buen sustrato para la fermentación.
En la superficie de las uvas existen levaduras salvajes que
están naturalmente presentes, pero que no hay que dejar
prosperar porque no producen buenas fermentaciones. Para
eliminarlas se trata la superficie vegetal con sustancias como
dióxido de azufre o metabisulfito de potasio. Luego de for-
mado el mosto se le agrega el cultivo de Saccharomyces

cerevisiae aireando el contenido de la cuba para que la le-
vadura se reproduzca rápidamente por respiración.

Luego se debe obtener la anaerobiosis dejando en repo-
so el contenido de la cuba, para que se produzca la fer-
mentación. Se debe tener en cuenta el pH, temperatura y
concentración de azúcar del medio, para posibilitar el buen
trabajo de las levaduras.  El alto contenido de alcohol y
bajo pH, hacen al vino un medio inapropiado para el cre-
cimiento de la mayoría de los microorganismos pero a
veces se puede alterar (cuadro 12).  Pasteur fue el prime-
ro que describió estas alteraciones:

1. si el vino queda expuesto al aire pueden actuar levadu-
ras no deseadas y bacterias que producen ácido acéti-
co transformando al vino en vinagre

2. si el vino se mantiene en condiciones de anaerobiosis
pueden actuar bacterias lácticas que fermentan azúca-
res residuales produciendo mal gusto. Hay levaduras que
pueden crecer en vinos dulces que no alteran el sabor
pero enturbian el producto. Para prevenir las alteracio-
nes se puede pasteurizar, pero este proceso disminuye
la calidad, pues se alteran los azúcares y disminuye el
contenido alcohólico. También se puede esterilizar el pro-
ducto por filtración o agregando aditivos químicos (SO

2
).

Cuadro 11- Características del mosto y del vino

            Mosto                   Vino
• glucosa etanol (11%)
• fructosa (200g/L) levaduras y azúcares < 2g/L
• pH = 3.0-3.8 pH 3,0-3,8
• ácidos tartárico y málico ácidos, idem
• aa, NH

4
+, vitaminas aminoácidos, amonio, vitaminas

• anaerobiosis aromas, en mayor proporción

Cuadro 12 - Lista parcial de microorganismos involucrados en la producción y alteración de vino

Organismo Rol en producción y/o alteración Cambios

Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus 1. ferm.ólica primaria glucosa y/o fructosa
2. carbonatación de vinos espu- etanol y CO

2
mantes en fermentación secundaria
3. enturbiamiento en vinos dulces

Pediococcus, Leuconostoc y Lactobacillus fermentación maloláctica I. ác.málico      ác. láctico y CO
2

II. mejor sabor
Levaduras superficiales pesado crecimiento superficial I. etanol,acetaldehido
Saccharomyces beticus y producción de sabor a Jerez II. sabores
Botrytris cineres crecen en ciertas regiones, en I. deseca la uva

superficie de uvas que dan vinos dulces II. oxida málico a CO
2
 y H

2
O

III. agrega color y sabor
Bacterias del ácido acético y levaduras superficiales alteran vinos expuestos al aire oxidan etanol a ác. acético
Bacterias lácticas Lactobacillus trichodes alteran el vino anaeróbicamente mal gusto

 ➤

 ➤
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Esquema

NATA              Pasteurización            Refrigeración               Maduración
                                                                                  (inóculo)

Suero
Batido

Gránulos Lavado, salado,
armado envasado

Quesos
Es el producto resultante de la concentración de la mate-
ria seca de la leche por coagulación a través de la acción
de microorganismos lácticos. La leche posee microorga-
nismos propios y provenientes del ambiente. Algunos son
perjudiciales y otros se usan para elaborar quesos en for-
ma artesanal. La leche pasteurizada asegura la estan-
darización de la producción al destruir microorganismos
patógenos y saprofitas, colibacterias, levaduras y enzimas
de la leche.

Etapas
* Fermentación, con o sin inoculación con S. lactis, S. cre-

moris, S. casei, Lactobacillus spp.

Aunque hay innumerables tipos de quesos todos requie-
ren la formación de la cuajada, que se separa de de la
fracción líquida o suero. La caseína sufre cambios físico-
químicos y precipita como paracaseinato de calcio. Como
coagulante se puede usar cuajo o ácido.

El primero es más usado y se obtiene del estómago de
terneros lactantes y su principio activo es una proteína, la
renina, activa a pH ácidos (pH 3,8) que se logra por el
ácido láctico de las lactobacterias al fermentar la lactosa.
El ácido láctico produce además sabores característicos
de estos productos.

* La cuajada pasa por un proceso de maduración, excep-
to en algunos quesos frescos o ricota. La dureza del
queso se obtiene en esta etapa: cuanto más agua pier-
da la cuajada y más se comprima, más duro será el
producto. También ocurre hidrólisis de de grasas por
enzimas microbianas y la renina.

Los quesos livianos maduran por enzimas de bacterias,
levaduras y hongos que crecen en su superficie.

Los semiblandos como Limburger maduran por bacte-
rias y otros contaminantes de su superficie. El Roque-
fort lo hace por acción de mohos del género Penicillum

cuyas esporas se inoculan en la suferficie, luego se apre-
cia el color de las hifas (verde, azul, blanco) penetrando
en la pasta. El Camambert madura en pequeños enva-
ses para que las enzimas del Penicillum que ha crecido
aeróbicamente en la superficie, difundan a interior para
realizar la maduración. Propionibacterium produce en el
queso tipo suizo los típicos “ojos” producidos por la libe-
ración de gases.

En los quesos de pasta dura, como Cheddar o Suizo, las
bacterias lácticas crecen anaeróbicamente en su interior,
mueren y se autolizan.

El cuadro 4 muestra características de procesos mi-
crobiológicos y bioquímicos y los microorganismos res-
ponsables de la producción de distintos tipos de que-
sos.

Cuadro 4 - Microbiología de distintos tipos de queso

Tipos Proceso Microorganismo

quesos temperatura de
(en general) fermentación: 35ºC S. lactis o cremoris

                       42ºC Lactobacillus (termófilo)

quesos duros proteolisis, lipolisis bacterias lácticas
(Chedar, suizo) dentro del queso

quesos blandos

no madurados: Lactococcus lactis

Requesón S. thermophilus,

Mozzarella L. bulgaricus

madurados proteolisis, lipolisis crecimiento superficial
(Camambert) de hongos: Penicillum spp.

Seguidos de bacterias
Bacterium

queso suizo ferm. propiónica, Propionibacterium spp.
lipolisis y producción Penicillum roqueforti

pigmento azul

quesos muy 12-16 meses de Lactobacillus lactis,

duros maduración L. cremoris,

madurados (Parmesano) S. thermophilus

 ➤  ➤  ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤
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Elaboración de cerveza

Esta bebida se produce por fermentación de granos sin
azúcares fermentables. El almidón debe ser hidrolizado a
azúcares (maltosa y glucosa) antes de usarse como sus-
trato por las levaduras para su fermentación. Este proceso
se llama sacarificación. Los granos usados pueden ser de
cebada, arroz o maíz. Granos de arroz se usan en Asia,
mientras que el maíz es utilizado en algunas regiones de
América. Los granos  más empleados son los de cebada.

La conversión de los granos de cebada en malta se deno-
mina malteado: los granos se dejan germinar, luego son
secados y molidos. La malta contiene amilasas que son
las enzimas necesarias para degradar el almidón en azú-
cares fácilmente fermentables. Posteriormente se muele
la malta y se deja hidrolizar su suspensión en agua. Algu-
nos productos incluyen la hidrólisis de proteínas, enton-
ces esta mezcla se somete a altas temperaturas para de-
tener estos cambios enzimáticos y se filtra.

Agregado de lúpulo (inflorescencia del vegetal Humulus

lupus),  a la malta para impartirle el característico sabor
amargo de la cerveza por la presencia de una resina solu-
ble que además actúa previniendo el desarrollo de micro-
organismos no deseados.

Fermentación
La maltosa y la glucosa son fermentados por cepas se-
leccionadas de Saccharomyces cerevisiae conocidas
como levaduras cerveceras. Este proceso se realiza a baja
temperatura por espacio de 5 a 10 días produciéndose
etanol y CO

2
.

Maduración
Luego de la fermentación la cerveza se almacena a 0ºC y
precipitan las proteínas, resinas y el líquido se aclara.

Enfermedades
Se pueden producir durante el proceso de fermentación,
en la maduración y en el embotellamiento. Un  agente
nocivo muy común lo constituye la levadura salvaje Sac-

charomyces pasteurianus que provoca un sabor amargo
y desagradable.  Si la temperatura se hace demasiado
alta durante el proceso de maduración y almacenamiento
se desarrollan bacterias lácticas produciendo ácido lácti-

co y enturbiamiento. Las enfermedades pueden evitarse
por pasteurización o esterilización por filtración antes del
embotellado.

Panificación
En la elaboración de pan se usan levaduras para leudar
la masa. La levadura usada es Saccharomyces cerevi-

siae que por fermentación alcohólica de los azúcares pro-
duce etanol y dióxido de carbono. En el caso del pan lo
que interesa es la producción de dióxido de carbono que
hace que aumente el volumen de la masa, el alcohol se
evapora en el horno.

Inóculos: se usan inóculos comerciales, levaduras pro-
ducidas en gran escala, en sistemas aireados, donde el
rendimiento energético es más alto que en la fermenta-
ción. Mediante centrifugado se elimina el líquido y se ob-
tienen los pellets celulares a los que se les agrega aceites
vegetales y se forman los panes de levadura. La levadura
también se vende seca, en polvo.
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porulados con forma de bacilo y también bifurcados en
los extremos (figura 4) (Prescott et al., 1999), son inmó-
viles, anaerobias y fermentan lactosa y otros azúcares
dando ácidos acético y láctico. Son habitantes típicos
del tracto intestinal humano y se les atribuyen muchas
propiedades beneficiosas, mejoran la tolerancia a la lac-
tosa, previenen diarreas en niños y son actualmente in-
corporados en numerosos productos fermentados.

Figura 4- Bifidobacterias

Manteca
Su preparación es en parte microbiológica ya que el
agriado inicial de la leche por Streptococcus es necesa-
rio para la separación de la grasa. Estos organismos
producen pequeñas cantidades de acetoína que es oxi-
dada a diacetilo (CH

3
-CO-CO-CH

3
), compuesto respon-

sable del sabor. Es común inocular crema pasteurizada
con cultivos puros de S. lactis, S. cremoris, L. citrovo-

rum y L. diacetylactis.

Cuadro 3 - Alimentos obtenidos por fermentación
láctica

Producto Materia prima Microorganismo

queso cuajo de leche Streptococcus spp.
Leuconostoc spp.

Kefir leche Streptococcus spp.

Saccharomyces kefir

yogur leche desnatada y Streptomyces thermophillus

leche en polvo Lactobacillus bulgaricus

leche ácida leche Lactobacillus acidophillus

manteca crema de leche Lactobacillus bulgaricus

Figura 3-  Esquema en la preparación de yogur

Kefir
Esta leche ácida se consume mucho en Europa Oriental.
Las bacterias lácticas se suplementan con una levadura
fermentadora de la glucosa que le proporciona a esta be-
bida contenido alcohólico de 1-2%. La levadura es Sac-

charomyces kefir y las bacterias Lactobacillus caucasicus

y Streptococcus spp.  El alimento se prepara agregando a
la leche gránulos de kefir de una fermentación anterior.

Otras bacterias de interés son las bifidobacterias (per-
tenecientes a los actinomicetes). El género Bifidobacte-

rium contiene bacilos Gram positivos irregulares, no es-

 Leche tipificada                                                      Leche desnatada

selección de la leche
homogeneización

pasteurización

leche en polvo                concentración                     leche concentrada

   siembra                          cultivo 2-5%
S. tehemophillus

45°C 2-5 horas               incubación                         L. bulgaricus (aroma)

pH 4,6                             refrigeración

conservación (aprox. 1 semana a 7°C)

➤

➤
➤

➤
➤

➤
➤
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Preguntas de repaso

1) Concepto general del proceso de fermentación, rendi-
mientos energéticos y en poder reductor de las princi-
pales fermentaciones.

2) Compare la fermentación homo y la heteroláctica
3) Ejemplos de aplicaciones biotecnológicas de la fer-

mentación láctica
4) ¿Dónde puede obtener inóculos de bacterias lácticas?

Y cómo se usan los comerciales?
5) Características de un buen ensilado.
6) ¿Por qué los medios de cultivo con extracto de levadu-

ra se denominan complejos?
7) Factores que hacen del vino un producto estable.
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La pasteurización elimina a la mayoría de los microorga-
nismos que alteran el producto, pero no esteriliza.

Tipos: baja 62ºC durante 30’
alta 72ºC durante 15”
ultrapasteurización  140ºC durante 1”

Esterilización : se incrementa la distribución de leches
esterilizadas (larga vida), las que son sometidas a 143ºC
durante 3 segundos, en tubos concéntricos y enfriada rá-
pidamente.

En la última parte del siglo 19 se aislaron por primera vez
los microorganismos responsables de la fermentación lác-
tica. En la actualidad se emplean grandes volúmenes de
inoculantes adecuadamente seleccionados por criterios:

* temperatura de crecimiento y actividad

* acidificación : nivel de ácido láctico y velocidad de for-
mación

* actividad proteolítica, importante en la preparación de
quesos

* estabilidad genética de las cepas

* resistencia a bacteriófagos

Muchos de estos microorganismos empleados como ini-
ciadores (starter) contienen numerosos plásmidos de
particular importancia porque codifican propiedades esen-
ciales como: fermentación de la lactosa, actividad protei-
nasa, metabolismo del citrato, propiedades antagonistas,
resistencia a bacteríofagos. Algunas especies poseen
estos genes en el cromosoma. La pérdida de estos plás-
midos explica la inestabilidad de algunas de estas propie-
dades esenciales (Varnam, 1993). El análisis molecular
de los plásmidos que albergan los genes que codifican
estas propiedades hace posible aplicar los conocimientos
de la genética de las bacterias lácticas para mejorar ce-
pas existentes o producir nuevas. La inclusión de estos
genes en el cromosoma es otra de las orientaciones para
incrementar la estabilidad de los cultivos.

Los inóculos se producen en la actualidad en general en
laboratorios especializados y se comercializan como cul-
tivos liofilizados:

� La ampolla que los contiene se llena con leche estéril
descremada, se agita enérgicamente para suspender
el cultivo y se incuba a 23-24ºC por 16-18 horas

� Estos cultivos se repican en leche descremada (1 litro)
en condiciones asépticas y se incuban 12 horas a 23-
25ºC (primer subcultivo), luego se logran otros subculti-
vos a razón del 2% de inóculo y 18 horas de incuba-
ción. Uno de ellos se usa para mantener la cepa en el
refrigerador.

Un cultivo puro no se puede repicar indefinidamente sin
que se alteren sus características. Debe procurarse nue-
vamente un cultivo puro. El cuadro 3 resume algunos de
los productos obtenidos por fermentaciones a partir de
la leche.

Leches ácidas

Yogur
Se prepara a partir de leche con poca grasa inoculada
con cultivo mixto de:

Streptococcus thermophillus, para la producción de ácido
láctico y  Lactobacillus bulgaricus, que contribuye al sa-
bor y aroma.

La fermentación se realiza a 45ºC durante varias horas,
(figura 3) la acidez coagula la leche produciendo también
la digestión parcial de la caseína que facilita su asimila-
ción. El yogur recién preparado contiene 109 bacterias por
gramo. Las formas sólidas se preparan con leche con-
centrada y se fermentan durante 2-3 horas en los enva-
ses de venta. El yogur líquido se incuba a una temperatu-
ra más baja y por un tiempo mayor, luego se mezcla y se
enfría antes del envasado.

Leche ácida
Es otro tipo de leche fermentada preparada con cultivos
de Lactobacillus acidophillus a la que se le atribuye ma-
yor efecto dietético debido a que la bacteria sobrevive en
el estómago y produce ácido láctico en el intestino lo que
inhibe el desarrollo de microorganismos de la putrefac-
ción. Crece más lentamente y coagula la leche dentro de
las 4 a 8 horas.
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Fermentaciones específicas de la leche
1. Fermentación láctica, que como vimos es producida

por enzimas microbianas que liberan ácido láctico de
la lactosa. Las bacterias más importantes son Strep-

tococcus lactis y S. cremoris, mesófilos y presentes
en la leche. Se produce la precipitación de la caseína
(cuajada). Leuconostoc citrovorum también produce
ácido láctico, L. dextranicum produce ácido acético,
etanol y CO

2
. Lactobacillus casei es usado en la pre-

paración de quesos, L. acidofillus. L. bulgaricus y L.

plantarum son importantes en la elaboración de leches
ácidas.

2. Fermentación gaseosa: otros microorganismos no
deseables producen ácidos y gases: micrococus, coli-
formes. Escherichia coli y Aerobacter aerogenes libe-
ran CO

2 
e H

2
 a partir de lactosa. Otros microorganismos

pueden ser Clostridium butyricum y levaduras como
Candida y Torulopsis.

3. Producción de aromas y sabores agradables: Strep-

tococcus citrovorus, S. paracitrovorus que dan produc-
tos volátiles como el ácido acético o el diacetilo a partir
de ácido cítrico.

4. Fermentación proteolítica: producida por microorga-
nismos que desdoblan proteínas dando olores y sabo-
res desagradables. Los organismos son Streptococcus

liquefaciens, Clostridium butyricum, Bacillus subtilis, Se-

rratia marcens, Pseudomonas putrefaciens.

5. Fermentación lipolítica: causada por microorganis-
mos que desdoblan las grasas en glicerol y ácidos gra-
sos y en consecuencia se produce rancidez: Pseudo-

monas fluorescens, Achromobactyer lipoliticum, levadu-
ras (Candida lipolitica), hongos (Penicullum spp., Geo-

trochum candidum).

Derivados de la leche
Los productos fermentados son consecuencia de la ac-
tividad controlada de un conjunto de microorganismos.
Con la pasteurización de la leche fue necesario susti-
tuir la microflora natural por cepas seleccionadas y con-
troladas que aseguren la estandarización de los pro-
ductos.

9
8
7
6
5
4
3
2
1

tiempo

tiempo

a

b

pH

concentración

ácido láctico

lactosa

* Período de acidificación, en el que se desarrollan acti-
vamente los microorganismos productores de ácido lác-
tico a partir de lactosa hasta que su concentración llega
a un 1%. La figura 2a muestra la variación de pH del
sustrato a medida que la fermentación progresa. A pH
cercanos a 4,0 la acidificación se detiene por autoinhi-

bición de la flora láctica. En la figura 2b se aprecian las
variaciones de la lactosa, azúcar de la leche, y el ácido
láctico, en el tiempo.

* Fase de neutralización: el ácido estabiliza al producto
pero pueden prosperar hongos y levaduras si la tempe-
ratura es adecuada, que consumen el ácido láctico. En
la superficie se aprecia densa capa de hongos. El pro-
ducto se desestabiliza y el resto de las fracciones orgá-
nicas son degradadas.

* Fase de putrefacción llevada a cabo por bacterias y
hongos que permanecieron al estado latente a pH bajo
y ahora atacan la caseína (proteolisis) y luego los lípi-
dos (lipolisis), descomponen totalmente la leche de-
jando un líquido claro, que puede poseer sustancias
tóxicas.

Figura 2 - a) Evolución del pH del sustrato en el tiempo, b)
Variación en la concentración del ácido láctico y lactosa
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Los microorganismos son muy empleados en proce-
sos vinculados a las industrias alimenticia, química, far-
macéutica, en la elaboración de inoculantes para la agri-
cultura y la protección del ambiente. El hombre, desde
muy antiguo, aún sin reconocer la acción de los micro-
organismos se valió de ellos para conservar alimen-
tos, como por ejemplo, mediante el empleo de las fer-
mentaciones, especialmente la alcohólica, ya referidas
en Egipto, 6.000 años AC. Pero cuando se emplean
los microorganismos en microbiología industrial o bio-
tecnología, se trabaja con el organismo o la comuni-
dad seleccionada el que se propaga en un ambiente
controlado.

El cuadro 1 resume la evolución de la aplicación de los
microorganismos en Biotecnología: manipulación cientí-
fica de procesos realizados por microorganismos y sus
enzimas y en sentido más estricto, modernamente se de-
signan con el mismo término a los procesos que involu-
cran al ADN recombinante.

Se reconocen áreas en la Biotecnología:

i) producción de biomasa

ii) fermentaciones (procesos biológicos que ocurren en la
oscuridad y no involucran cadenas respiratorias con O

2

o NO
3
– como aceptares de electrones)

iii) obtención de metabolitos secundarios de los microor-
ganismos

iv) empleo de microorganismos genéticamente modifica-
dos (MGM)

Aplicaciones industriales de los

microorganismos20

Cuadro 1- Cronología del desarrollo de la
Biotecnología

Etapa pre-Pasteur (anterior a 1865)

➢ Bebidas alcohólicas (cervezas, vinos)
➢ Productos lácteos (quesos, yogur)
➢ Vinagre
Etapa Pasteur (1865-1940)

➢ Fermentaciones Industriales (etanol, butanol, ace-
tona, glicerol)

➢ Producción de ácidos orgánicos (acético, cítrico,
láctico)

Etapa Antibióticos (1940-1960)

➢ Producción a gran escala de antibióticos
➢ Transformaciones de esteroles (cortisona, estróge-

nos)
Etapa post-antibióticos (1960-1975)

➢ Producción de: aminoácidos, enzimas industriales
➢ Enzimas inmovilizadas
➢ Proteína unicelular, polisacáridos
Etapa Biotecnología Molecular (1975-presente)

➢ Tecnología del ADN recombinante
➢ Primeros productos aparecen en el mercado en

1982 (vacunas, insulina humana)

Producción de biomasa
� fuente de energía renovable. Ej. Gasohol en Brasil

� producción de proteínas microbianas (SCP=single cell

protein)

Ejemplos: Candida lipolytica, levadura que crece en hi-
drocarburos derivados del petróleo crudo y en hidrocar-
buros alifáticos de cadenas largas (C

12
-C

18
)
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delbrueckii se emplea en la producción de yogur, L. aci-

dophilus en la de leche ácida y otras especies participan
en la producción de repollo fermentado, ensilaje y pickles.

Resisten los pH bajos por lo que continúan creciendo
cuando el pH descendió e inhibió a otras bacterias lácti-
cas. Son, por lo tanto responsables de las etapas finales
de las fermentaciones acidolácticas. Raramente son
patógenos.

Se los encuentra en la superficie de las plantas, en pro-
ductos lácteos, carne, cerveza, frutas y muchos otros
materiales.

Aplicaciones de la fermentación láctica
La fermentación láctica acidifica el medio a valores de pH
menores de 5,0, eliminando la posibilidad de crecimiento
de microorganismos que alteran los alimentos. Esta prác-
tica se emplea en la conservación de alimentos para el
hombre, como los derivados de la leche y en la conserva-
ción de frutas y hortalizas, en los pickles y en alimentos
para animales, como los ensilados.

Cuadro 2 - Características de los subgrupos en el
género Lactobacillus

Características Especies ADN

(mol%GC)

Homofermentativos

Ac.láct. principal producto
(más 85% de la glucosa, no dan
gas,aldolasa)
1) crecen a 45ºC pero no a 15ºC L.delbrueckii 50
bacilos cortos L. acidophilus 32-37

2) crecen a 15ºC, variable a L. casei

45ºC, bacilos cortos y coreniformes L. plantarum 45-46
L. curvatus 42-44

Heterofermentativos

producen cerca del 50% de ác. L. fermentum 53

láctico, CO
2
 y etanol, sin L. brevis, 45

aldolasa, fosfocetolasa presente, L.buchneri 45
bacilos largos y cortos L. kefir 41

Leche y derivados
La leche se define como el producto íntegro de ordeñe
total e ininterrumpido de una hembra lechera sana, des-
cansada y bien alimentada, recogida higiénicamente y sin
calostro. Su composición (g/L) indica que es un muy buen
sustrato para la microflora:

agua 873 sales 9
glúcidos:lactosa 49    del ácido cítrico 2
lípidos 35    del ác. fosfórico 2,6
   materia grasa 34 otras 4,4
   lecitina 0,5 compuestos diversos
   fracción insaponificable 0,5 extracto seco total 127
proteínas 34 extracto seco desgrasado 93
   caseína 27
   proteína soluble 5,5
N no proteíco 1,5

Se deben incluir carotenoides, vitaminas,  enzimas, este-
roles, que se encuentran en pequeñas cantidades pero
ejercen un efecto relevante.  El pH neutro es adecuado
para la mayoría de los microorganismos, por lo que este
alimento es atacado por una micropoblación variada. La
temperatura regulará la composición y velocidad de creci-
miento de la misma.

A medida que aumenta la temperatura de conserva-
ción de la leche hasta 35-40ºC se evidencia mayor de-
sarrollo microbiano. Por encima de 40ºC se desarro-
llan especies termófilas como Bacillus, Clostridium y

Steptococcus. Entre 20 y 40ºC prodominan mesófilos
como Streptococcus. A bajas temperaturas predominan
sicrófilos como Pseudomonas, Alcaligenes y Achromo-

bacter.

Alteración natural
Por tratarse de un producto muy rico en nutrientes y po-
seer un azúcar fácilmente degradable, la leche es muy
alterable. Se evidencian 4 etapas:

* Período germicida: luego de ordeñada no se detecta
crecimiento microbiano por la presencia de sustancias
inhibidoras como lactoperoxidasa y aglutininas. Este
período varía de pocos minutos a 2 horas dependiendo
de condiciones de temperatura.
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Methylophilus methylotrophus, productor de metano a
partir de gas natural o metanol

Fusarium graminarum, biomasa que se vende comercial-
mente

Fermentaciones
� aminoácidos, ácidos cítrico, acetona, enzimas, vita-

minas

� alimentos: levaduras, polisacáridos, derivados de la
leche

Metabolitos secundarios
� antibióticos: Penicillum notatum (penicilina), Streptomy-

ces sp (estreptomicina), hongos (micotoxinas)

Ingeniería genética
� vacunas

� algunas hormonas (la insulina, se produce a partir de E.

coli recombinante  hiperacumuladora; hormona del cre-
cimiento humano, interferones)

� agentes para el control de insectos: la proteína tóxi-
ca del Bacillus thuringensis (Bt) es introducida a ve-
getales

Microbiología industrial
Esta rama de la microbiología tiene por objeto la produc-
ción a gran escala de microorganismos de interés (bio-
masa microbiana), que serán empleados como inoculan-
tes en la producción de vinos, cervezas, pan, derivados
lácteos, etc., para la obtención de enzimas de interés,
como celulasa, lipasas, Taq-polimerasa, enzima termolá-
bil, empleada en la reacción en cadena de la polimerasa
(PCR), de metabolitos de interés: aminoácidos, hormo-
nas, vitaminas, antibióticos, etc. Los microorganismos se
emplean también en el control de insectos y otras plagas,
en la recuperación de metales y en el cuidado del am-
biente (cuadro 2).

En sus comienzos la biotecnología, aplicó los métodos de
selección, mutación e intercambio genético. Si bien este
método se sigue empleando, en la biotecnología moder-
na estas técnicas se complementan con el empleo de la

tecnología del ADN recombinante. Se puede, así, añadir
nueva información genética a las células que se desee
(vegetal, animal, microbiana) (cuadro 3).

Cuadro 2- Aplicaciones de los microorganismos

Enzimas: amilasas, glucosa isomerasa, proteasas

Aditivos para alimentos: aa (fenilalanina, lisina, glutamato
monosódico), vitaminas  (B

12
, riboflavina), ácidos orgánios

(ác. cítrico), nucleótidos, polisacáridos

Productos químicos comunes: citrato, ácido acético, eta-
nol, solventes industriales, alcoholes y acetona, produci-
dos por fermentación

Farmaceúticos: antibióticos (penicilina, estreptomicina), bio-
polímeros (fenoxialcanos), hormonas (por ingeniería ge-
nética las bacterias pueden producir insulina de uso hu-
mano), alcaloides

Productos agrícolas: utilización de inoculantes para: legu-
minosas, silos, viveros forestales, otros (control biológico
de microorganismos fitopatógenos  e insectos plaga, ej:
Bacillus thuringensis)

Protección del ambiente: microorganismos naturales o mo-
dificados genéticamente en la biodegradación de políme-
ros, recuperación de metales (biorremediación)

Biocombustibles: metano, etanol, H
2
, biodiesel

Cuadro 3- Cepas microbianas empleadas para
procesos industriales

� cepas nativas seleccionadas en la naturaleza

� cepas de colección que se adquieren en estado liofilizado

� selección de mutantes espontáneas (resistentes a fagos,
con propiedades aromáticas, etc.)

� organismos genéticamente modificadas (OGM) a los cua-
les se les integraron genes de interés en plásmidos, me-
diante técnicas de ingeniería genética

El cuadro 4 resume algunas de las propiedades que se
les exige a un microorganismo que va a ser empleado en
la industria.
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Como se aprecia los géneros Streptococcus, Leuconos-

toc y Pediococcus presentan relaciones de bases en su
ADN bastante similares y existe pequeña variación entre
cepas. El género Lactobacillus, por el  contrario posee
miembros con diversa composición del ADN y no consti-
tuye un grupo homogéneo.

Streptococcus: se presentan en cadenas de cocos, son
mesófilos (óptimo entre 20 y 30ºC), por lo que el calenta-
miento los destruye con facilidad, son homofermentativos
y presentan una amplia variedad de especies con habi-
tats muy diversos, algunos son patógenos. Constituyen la
flora normal de la leche (figura 1) (Prescott et al., 1999).

Leuconostoc: son diplococos o en cadenas, heterofer-
mentativos, por lo que son poco acidificantes. Su habitat

natural lo constituyen los vegetales y también se encuen-
tran en la leche. Se emplean mucho como cultivos inicia-
les en la industria láctica por sus propiedades aromati-
zantes (diacetilo y acetoína al descomponer el citrato),
aunque han sido desplazados por el S. diacetilactis. Algu-
nas cepas producen grandes cantidades del polisacárido
dextrano (α 1,6-glucano),  de uso médico.

Lactobacillus: son bastones que varían de largos y del-
gados a cortos y curvos. La mayoría son homofermentati-
vos, pero algunas especies son heterofermentativas. El
género se ha dividido en tres subgrupos principales (cua-
dro 2). Se los encuentra en la leche, ensilados, frutas y
hortalizas conservadas, en la saliva, en el intestino huma-
no y de animales. Producen grandes cantidades de ácido
láctico, resisten altas temperaturas, son termodúricos. L.

Cuadro 1 - Principales géneros de bacterias lácticas

género forma  y agrupaciones fermentación ADN

(mol GC%)

Streptococcus cocos en cadena homofermentativo 34-46

Leuconostoc cocos en cadena heterofermentativo 38-41

Pediococcus cocos en tétrada homofermentativo 34-42

Lactobacillus bacilos en cadena homofermentativo 32-53

bacilos en cadena heterofermentativo 34-53

Enterococcus cocos en cadena homofermentativo 38-40

Lactococcus cocos en cadena homofermentativo 38-41

Figura 1- Estreptococos. a) Streptococcus pyogenes (x900), b) micrografía electrónica de barrido de Streptococcus (x33.000), c)
S. pneumoniae (x900)
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Cuadro 4- Propiedades de microorganismos de
uso industrial

� Disponible en cultivo puro

� Genéticamente estable

� No patógeno y libre de toxinas

� Crecimiento rápido en cultivo en gran escala con alto ren-
dimiento del producto deseado

� Debe poder protegerse de la contaminación

� Crecer en medio de cultivo líquido y con sustratos de bajo
costo

� Fácil recuperación del producto del medio de cultivo

� Susceptible a la manipulación genética

Los microorganismos seleccionados deben conservarse
con el mantenimiento de las características deseadas (es-
tabilidad). Las técnicas incluyen:

* transferencias o repiques periódicos (puede aumentar
la tasa de mutaciones y la variación)

* cultivos en agar inclinado cubierto de aceite mineral, que
evita desecación

* muchos microorganismos se pueden conservar en agar-
agua o aun en medio de cultivo mínimo (los cultivos lava-
dos pueden conservarse varios meses en heladera)

* congelación a -20 o -70ºC en medios con glicerol (50%)
que evita daños en la célula

* deshidratación (los cultivos se secan en suelo estéril o
en discos de papel de filtro y se pueden almacenar en
desecador o congelarse).

Finalmente, los métodos más seguros incluyen :

� liofilización (se elimina el agua por ciclos de vacío y
congelamiento en aparatos especiales), las células se-
cas se conservan en ampollas cerradas

� ultracongelación (en nitrógeno líquido) a -196ºC.
Se informa de cultivos viables por estas últimas técnicas
por más de 15 años.

Una vez seleccionado el microorganismo, éste debe ser
cultivado de modo de obtener los productos deseados.
Los microorganismos deben, en general, cultivarse en for-
ma masiva, a los efectos de obtener gran cantidad de bio-
masa. Hay que destacar que el término fermentación, es
empleado en forma más general en microbiología indus-
trial y biotecnología. En efecto, se refiere con este térmi-
no también a cualquier proceso aerobio o anaerobio que
conduzca al cultivo masivo de microorganismos, a la des-
composición de alimentos, a la producción de bebidas al-
cohólicas. Los reactores industriales y los equipos a es-
cala de laboratorio con control de entrada y salida de nu-
trientes, de pH, aireación, etc. se denominan
“fermentadores”(figura 1) (Prescott et al., 1999), donde to-
dos los procesos se realizan en condiciones de asepsia.

Figura 1- Fermentador para cultivos de microorganismos
aerobios o anaerobios a gran escala
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Desde muy antiguo el hombre empleó a los microorganis-
mos en la producción y conservación de alimentos, aun
sin conocerlos. Los métodos empleados antes de la intro-
ducción de la refrigeración, radiaciones, aditivos, etc., para
la conservación de  hortalizas, pasturas, granos, leche,
etc. eran

* salado

* secado al aire o ahumado

* fermentaciones ácidas

El empleo de otra fermentación, la alcohólica, permitió la
conversión de frutas en productos estables y derivó en
aplicaciones biotecnológicas muy importantes del punto
de vista económico.

Fermentación láctica

Es uno de los procesos microbianos más empleados a
nivel mundial ya que involucra a la leche y sus derivados:
manteca, yogur, leches ácidas, quesos, producción de
caseína, otros subproductos, en los ensilados (forrajes,
granos, pescado, etc.), en la conservación de frutas y hor-
talizas. La fermentación láctica puede ser como vimos en
el capítulo 3, homo o heterofermentativa.

� fermentación homoláctica, las bacterias degradan la
glucosa por la vía glicolítica y el producto final es en un
90% ácido láctico

� fermentación heteroláctica los productos finales son
ácido láctico, etanol y CO

2
, en cantidades equimole-

Fermentaciones láctica y alcohólica

Aplicaciones biotecnológicas19

culares. Las bacterias carecen de enzimas de la vía gli-
colítica (aldolasa y triosafosfato isomerasa) y la degrada-
ción de la glucosa se realiza por la vía de las pentosas. El
rendimiento energético es menor: 1 solo mol de ATP, en
lugar de 2 como en los homofermentadores que  produ-
cen el doble de biomasa por mol de azúcar fermentado.

No se acumula poder reductor y la producción de CO
2
 es

una forma sencilla de distinguir un grupo del otro.

Las bacterias del ácido láctico
Pertenecen a la familia Lactobacteriaceae: Gram positi-
vas, comunmente no móviles, no esporuladas que produ-
cen ácido láctico como producto final y único del matabo-
lismo fermentativo. Los integrantes de este grupo care-
cen de porfirinas y citocromos, no realizan fosforilación
por transporte de electrones y obtienen energía solamen-
te por fosforilación a nivel del sustrato. Todas las bacte-
rias del grupo crecen en anaerobiosis, pero la mayor parte
de ellas no son sensibles al O

2
 y pueden crecer con o sin

O
2
, por lo que son anaerobios aerotolerantes.

Algunas cepas pueden tomar O
2
 por el sistema de flavo-

proteína oxidasa, dando H
2
O

2
, pero la mayoría carecen

de catalasa y deben eliminar el agua oxigenada por otras
enzimas, como las peroxidasas.

La mayoría de las bacterias acidolácticas obtienen ener-
gía sólo del metabolismo de los carbohidratos y su distri-
bución está restringida a ambientes con azúcares. Exigen
además aminoácidos, vitaminas, purinas y pirimidinas.

Los géneros han sido definidos en base a la morfología y
al tipo de metabolismo fermentativo (cuadro 1).
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Las técnicas de cultivo continuo (capítulo 4), mejoran la
producción de células y la velocidad de empleo del sus-
trato, ya que los microorganismos se mantienen en  fase
logarítimica continua.

Figura 3- Proceso industrial de producción de un metabolito
microbiano

El cuadro 5 resumen los pasos a seguir  en la obtención
de metabolitos microbianos por procesos aerobios o
anaerobios.

Cuadro 5- Etapas en la obtención de metabolitos
de interés en procesos aerobios o anaerobios

* preparación de medios de cultivo con sustratos accesibles
y de bajo costo

* esterilización del equipo con el medio de cultivo

* preparación del inóculo y su propagación en el laboratorio
(1/10 del volumen del reactor)

* inoculación y desarrollo controlado del microorganismos
en el reactor

* extracción y purificación del producto: enzima, proteína,
solvente, etc.

* tratamiento de los efluentes

Células EtOH

Azúcar            Penicilina

              Metabolismo 1ario. Metabolismo 2ario.

Metabolitos primarios y secundarios de los mi-
croorganismos
Metabolitos primarios: se producen durante la fase lo-
garítmica de crecimiento como producto del metabolismo,
y son esenciales para la función del  microorganismo (ami-
noácidos, ácido pirúvico, etanol, ácido láctico). Su pro-
ducción neta se relaciona con el crecimiento y la cantidad
de sustrato.  Esta etapa se denomina trofofase

Metabolitos secundarios: se producen en la fase tem-
prana estacionaria de crecimiento y son productos finales
de vías metabólicas complejas. No son críticos para la
función de los microorganismos, como por ejemplo los
antibióticos, pigmentos, hormonas, vitaminas, etc.

Esta etapa es conocida como idiofase (figura 2).

Figura 2- Cinética de la producción de metabolitos

La figura 3 esquematiza el proceso industrial de produc-
ción de un metabolito, partiendo de un cultivo microbiano
debidamente seleccionado, el que se propaga por sucesi-
vos cultivos, incrementando el tamaño del inóculo a intro-
ducir en el fermentador.

Los medios de cultivo empleados en la industria incluyen
materias primas de bajo costo: melazas, sueros de le-
che, desechos agrícolas, glicerol, como fuentes de carbo-
no y energía, harina de soja, amoníaco y sales de amonio o
nitratos, como fuentes de nitrógeno, extractos de levadura
o preparaciones sin refinar de vegetales como fuente de
vitaminas, yeso o carbonatos o fosfatos usados como ferti-
lizantes, como amortiguadores de pH, aceites vegetales o
alcocholes de alta graduación como antiespumantes.

Cultivo de
reserva

Cultivo en
matráz

Biomasa

Sobrenadante

Extracción
del producto

Tratamiento
de efluentes

Envasado

Fermentador
inoculante

Purificación
del producto

Medio
esterilizado

Fermentador de
producción

Preparación del
medio
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A continuación analizaremos algunos de los grupos mi-
crobianos de interés para el hombre que tienen desarrollo
industrial (cuadro 6). El tema Antibióticos es tratado en
los capítulos 4, 14 y 17.

Cuadro 6- Procesos microbianos de interés

� levaduras: panificación, bebidas alcohólicas, etanol, vi-
taminas

� bacterias lácticas: inoculantes para alimentos, leche y de-
rivados (yogur, queso, pickles)

� microorganismos como agentes probióticos: bacterias lác-
ticas

� bacterias productoras de ácidos acético (vinagre), Aceto-

bacter, Gluconobacter

� bacterias productoras de solventes: acetona, etanol, Clos-

tridium acetobutilicum, Propionibacterium

� inoculantes para la agricultura: bacterias fijadoras de N
2

(Rhizobium, Bradyrhizobium, cianobacterias, Frankia),
microorganismos para control biológico (Pseudomonas,
Thrichoderma)

� microorganismos para producir proteínas unicelulares
como alimento: levaduras, bacterias, algas

   (Candida, Spirulina)

� bioinsecticidas: Bacillus thuringensis

� microorganismos como fuente de aminoácidos, de vitami-
nas: vit B

12
, riboflavina

� producción biológica de polisacáridos: dextranos (Leuco-

nostoc), xantanos (Xanthomonas)

� virus y bacterias para preparación de vacunas

Productos de las fermentaciones

La figura 4 muestra distintas vías metabólicas que a partir
del piruvato realizan numerosos microorganismos hete-
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rótrofos (capítulo 3) y que conducen a la acumulación de
productos que han sido históricamente importantes para
el hombre:

* etanol, acetona, H
2
, ácido láctico, cítrico, propiónico,

butanodiol, ácidos orgánicos, etc.

Figura 4- Diversidad de fermentaciones

Muchos de estos productos se continúan produciendo
hoy día por vía fermentativa, a pesar de que su síntesis
química permite su obtención en la industria, ya que el
fácil aislamiento de los microorganismos responsables
y el bajo costo de los sustratos y de la tecnología reque-
rida hace que los procesos biológicos sean competitivos
desde el punto de vista económico.

Las fermentaciones láctica y alcohólica son tratadas en el
capítulo 19.

Se señalan a continuación algunos de los objetivos en la
producción de bacterias lácticas y de las levaduras (cua-
dros 7 y 8),  dos de los grupos microbianos con mayor
incidencia en la alimentación humana.
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una buena actividad de estos organismos, es necesario
mezclar los materiales en forma frecuente.

Cuadro 4 - Principales microorganismos aislados
de un compost

Bacterias Actinomicetes

Mesófilas Termotolerantes

Cellulomonas folia Micromonospora vulgaris

Chondrococcus exigus Nocardia brasiliensis

Myxococcus fulvus Streptomyces rectus

Thiobacillus thiooxidans S. thermofuscus

Thiobacillus denitrificans S. thermophillus

Aerobacter sp. S. thermoviolaceus

Proteus sp. Thermonospora fusca

Pseudomonas sp. T. glaucus

Thermoactinomyces sp.

Thermopolyspora sp.

Termófilas

Bacillus stearotermophilis

Hongos

Mesófilos Termófilos

Fusarium culmorum Aspergillus fumigatus

F. roseum Humicola insolens

Stysanus stemonitis Mucor pusillus

Coprinus cinereus Dactylomyces crustaceous

Aspergillus niger Torula thermophila

Geothricum candidum

Mucor jansseni

Son enzimas hidrolíticas extracelulares las que actúan en
la primera etapa, liberando moléculas menores, solubles
en agua. La actividad de varias enzimas ha sido monito-
reada en el proceso. La actividad celulasa desminuye la
cantidad de celulosa en un 25% en unas tres semanas.
Las actividades de lipasas, proteasas y amilasas crecen y
luego descienden  en las sucesivas etapas del composta-
je (decrecen marcadamente en la fase termófila). La des-
naturalización de enzimas se correlaciona con la muerte
del microorganismo por el calor. La recuperación del nú-
mero de microorganismos y la actividad enzimática en el
interior de la pila luego de la fase termófila se atribuyen a
la reintrodución de organismos que sobrevivieron en las
zonas externas, más frías de la pila o a partir de contami-
nación por el aire.

Inoculación

Se ha intentado seleccionar microorganismos para usarlos
como inoculante en cultivos puros o mezclas. Existen a ni-
vel comercial productos recomendados para la inoculación
de diferentes tipos de residuos. Sin embargo, los datos en-
contrados en la bibliografía señalan escasas diferencias en
el producto final entre restos inoculados y sin inocular.

Los microorganismos autóctonos, existentes en esos
materiales se encuentran en general en cantidad y cali-
dad suficiente para producir la descomposición. La airea-
ción de las pilas asegura la multiplicación de los microor-
ganismos en toda la masa.

Para que los sustratos puedan ser inoculados con éxito,
sería necesario en primer lugar esterilizarlos o pasteuri-
zarlos para luego inocularlos. La cantidad de inóculo pue-
de representar una limitante, teniendo en cuenta los gran-
des volúmenes que normalmente se procesan.

Residuos vegetales secos, como los restos de cosechas
(pajas de alta relación C/N) pobres en microorganismos
pueden ser compostados mezclándolos con estiércol de
animales, lodos o cualquier material que posea alta carga
microbiana.

Tecnología

El compostaje  puede realizarse en:

� en el campo, en pilas, al aire libre, sobre piso de tierra
o pavimentado, con o sin aireación forzada

� en silos, en digestores o usinas altamente tecnifica-

das, para el tratamiento de grandes volúmenes de sóli-
dos, como por ejemplo los residuos domiciliarios. Se
usan reactores cerrados con control de aireación, hu-
medad, temperatura y tiempo de retención. En estos
últimos, el proceso puede completarse entre 5-7 días,
mientras que en las pilas, puede llevar 3 a 8 semanas,
o más para lograr un compost adecuado

La experiencia ha demostrado que las dimensiones idea-
les para las pilas de desechos son las siguientes:
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Cuadro 7- Metabolitos producidos por las
bacterias lácticas

� Productos principales: ácido láctico, CO
2
, etanol, sustan-

cias aromáticas
� Compuestos antimicrobianos: ácidos orgánicos, etanol, dia-

cetilos, H
2
O

2

� Bacteriocinas: péptidos que inhiben cepas muy relaciona-
das. Contra  patógenos como Bacillus, Clostridium, Sta-

phylococcus. Ej: la Nisina producida por Lactococcus, Aci-
dofilina por L. acidophilus activa contra E. coli, Salmonella

panama

� Texturizantes (exopolisacáridos): importantes evitando la
separación del agua (yogur). S. thermophilus productora
de 2 heteropolisacáridos con glucosa y galactosa

� Quimosina: esta importante enzima usada para la coagu-
lación de la leche en la preparación de quesos se obtiene
del estómago de terneros, pero en la actualidad se sinteti-
za a partir de numerosos microorganismos. Preparacio-
nes comerciales a partir de Lactococcus lactis, Saccha-

romyces cereviseae ,  Bacillus, Aspergillus niger, se en-
cuentran en desarrollo.

Cuadro 8- Importancia industrial de  las levaduras

* Son los microorganismos más ampliamente utilizados en
la industria

* Importancia económica:
a)  biomasa celular (para pan, cerveza, vino)
b)  componentes celulares (vitaminas, aminoácidos)
c)  productos finales de la fermentación (etanol, CO

2
)

* El proceso de producción de material celular es aeróbico

* El proceso de fermentación alcohólica es anaeróbico

Probióticos

Se definen como: alimentos suplementados con micro-

organismos viables que benefician al consumidor por

mejoramiento del balance microbiano. La FAO los de-
fine como “organismos vivos administrados en cantida-
des adecuadas que ejercen efectos benéficos en la salud
del hospedante”. Se consideran hospedantes a los ani-
males (ganado vacuno, ovino, etc.) y el hombre.  La ma-

yoría de los probióticos son bacterias, aunque algunas
levaduras, como  Saccharomyces boulardii ha sido eva-
luada como probiótica.

Un producto de estas características debe ser ante todo
seguro, efectivo y debe mantener su efectividad y poten-
cialidad hasta su consumo (cuadro 9).

Cuadro 9- Criterios para selección de probióticos

* por su habilidad de sobrevivir en el tracto gastrointestinal

* por la producción de sustancias antimicrobianas

* rápido crecimiento: bajo tempo de generación (tg) o  alta
velocidad de crecimiento (vc)

* sin efecto patógeno y con habilidad para estabilizar la mi-
croflora nativa

* habilidad de sobrevivir a bajo pH y en la presencia de bilis

La mayoría de los productos contienen bacterias de los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, a pesar de que
otros géneros como Escherichia coli, Enterococcus, Baci-

llus y Saccharomyces (levadura) han sido comercializa-
dos como probióticas.

Existe controversia sobre si las bacterias usadas como
iniciadoras en la preparación de yogur deben considerar-
se probióticas. Lactobacillus bulgaricus and Streptotoc-

cus thermophilus se usan para fermentar la leche y pre-
parar el yogur (capítulo 19). Pero estos cultivos no son
muy resistentes a las condiciones del estómago e intesti-
no delgado y generalmente no alcanzan en alto número
el tracto gastrointestinal, por lo que no pueden ejercer efec-
to probiótico. Sin embargo, estas bacterias, han incremen-
tado la digestión de la lactosa en individuos carentes de
lactasa y la respuesta inmune.

Rol de los probióticos en la salud
Por muchos años se aseguraba que los productos lác-
teos con cultivos vivos y activos, eran muy saludables. La
investigación ha confirmado algunas de estas asevera-
ciones.  Por ejemplo, la capacidad de algunas bacterias
usadas en la dieta pueden mejorar la salud, como poten-
ciar el sistema inmunitario. Algunas infecciones resisten-
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La materia orgánica se descompone más eficiente y com-
pletamente en condiciones de oxígeno disponible y a tem-
peraturas elevadas. Las proteínas liberan amoníaco y
nitratos, mientras que las grasas y carbohidratos forman
dióxido de carbono y agua, vía ácidos orgánicos. Se su-
ceden fases:

� fase mesófila, en la que predominan bacterias y hon-
gos productores de ácidos que atacan a la materia or-
gánica fácilmente degradable, generando calor que fa-
vorece el desarrollo de organismos termófilos

� fase termófila: a partir del 10o día, con la elevación de
la temperatura, comienza esta etapa y la población domi-
nante se compone de actinomicetes, bacterias y hon-
gos termófilos o termotolerantes.

Los microorganismos que crecen a  temperaturas medias
(microorganismos mesófilos) son inhibidos con el aumen-
to de la temperatura, mientras que predominan los micro-
organismos termófilos. Esta fase de alta temperatura es
importante porque destruye semillas de malezas y pató-
genos de animales y plantas y acelera las reacciones de
biodegradación.

Esta elevación de la temperatura y la consecuente altera-
ción de la flora microbiana son  influenciadas, en gran
parte, por la disponibilidad de oxígeno.

Se produce además, la inactivación de microorganismos

patógenos como coliformes, Salmonella, Streptococcus,

Aspergillus. Las pilas de compost más intensamente re-
movidas al comienzo alcanzan temperaturas más eleva-
das, hasta 75°C, mientras que las menos aireadas sólo
llegan hasta los 60°C. Las bacterias formadoras de espo-
ras sobrevivirán a estas temperaturas.

La pila se da vuelta o se airea forzadamente, para permi-
tir bajar la temperatura y además reinocular el material
con microorganismos desde la atmósfera ya que la alta
temperatura produjo disminución de microorganismos
mesófilos, por  pasteurización del sustrato. La temperatu-
ra vuelve a ascender, reiniciándose el ciclo. Las pilas se
dejan de remover y/o airear cuando la temperatura no se
eleva más, lo que indica que los sustratos fácilmente de-
gradables han sido mineralizados.

Esta etapa culmina al agotarse los nutrientes fácilmente
empleados por los microorganismos, y el compost va per-
diendo calor. La materia orgánica se ha estabilizado, acu-
mulándose aquella de lenta degradación (fracción ligno-
celulósica).

Etapa de maduración: ocurre una lenta degradación de
la materia orgánica hasta que el volumen se reduce aproxi-
madamente 50%.

El material va retornando a una nueva fase mesófila, pero
ahora con otra composición química, puesto que los nu-
trientes fácilmente atacables ya han sido consumidos por
los microorganismos. Reaparecen, hongos y bacterias
mesófilas provenientes del medio. A medida que el com-

post va tomando la temperatura ambiente pueden ser
encontrados protozoarios, nemátodos, hormigas, miriá-
podos, lombrices e insectos diversos.

La maduración involucra mayor biodegradación de com-
puestos y toma varias semanas. En esta etapa se forman
nitratos y las fitotoxinas  son degradadas. Esta es una
fase importante en el proceso y el compost inmaduro pue-
de provocar serios daños a los vegetales.

La mayoría de los compost son vendidos como mejorado-
res de suelo. Pueden ser mezclados con otros materiales
para rellenar macetas en viveros, usarse en  coberturas
en superficies deportivas y como coberturas de suelo para
sitios remediados. También pueden ser usados para re-
mediar tierras contaminadas, ayudar a prevenir la erosión
del suelo y como cobertura diaria en los sitios de disposi-
ción final de residuos. La biomasa microbiana puede
representar hasta el 25% del peso total del compost.

Microorganismos  presentes

El cuadro 4 presenta algunas de las especies identifi-
cadas.

Los hongos y actinomicetes son activos degradadores de
la celulosa y otros materiales más resistentes. Muchas
bacterias atacan la celulosa, pero hacia el final del
compostaje, cuando la temperatura disminuye, son hon-
gos y actinomicetes los que predominan. Para asegurar
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tes a antibióticos, se convierten en serios problemas. La
prevención de esas afecciones antes de que ocurran es
la mejor alternativa y los probióticos constituyen una aproxi-
mación natural como barreras frente a las infecciones mi-
crobianas. También contribuyen a reducir el riesgo de cier-
tas enfermedades ocasionadas por diarreas y alergias en
niños.

Cómo funcionan los probióticos
Los humanos, como todos los animales contienen mu-
chos tipos y altos números de microorganismos en la piel,
boca, tractos gastrointestinal y vaginal, En efecto, se ha
considerado que existen más microorganismos asociados
al cuerpo humano, del orden de 1014, que de células pro-
pias (del orden de  1013). Además del gran número de
bacterias es necesario tener en cuenta su gran diversi-
dad. Se estimó que más de 400 especies diferentes se
encuentran en nuestro cuerpo.

Teniendo este hecho en consideración, no es sorpren-
dente que los microorganismos hayan ejercido un im-
portante rol en la salud humana.  La mayoría de ellos no
son patógenas y de hecho contribuyen positivamente al
normal desarrollo. Pero algunas de estas bacterias pue-
den tener efectos negativos, por lo que resulta impor-
tante que el balance microbiano se mantenga a favor de
las benéficas.

Se ha reconocido que individuos con una amplia flora in-
testinal de bacterias benéficas están en mejores condi-
ciones para limitar el desarrollo de bacterias patógenas.
Lactobacilos  y bifidobacterias mantienen un balance sa-
ludable de la flora intestinal por la producción de com-
puestos orgánicos, como el ácido láctico, peróxido de hi-
drógeno y ácido acético, que incrementan la acidez del
intestino e inhiben la reproducción de muchas bacterias
perjudiciales. Estas bacterias probióticas también produ-
cen  bacteriocinas, con efecto antibiótico.

Producción de levaduras a partir de deriva-
dos del petróleo

Por su rápido crecimiento, alto contenido proteico y ca-
pacidad para emplear sustratos carbonados de bajo cos-
to, los microorganismos constituyen una importante fuen-

te de alimento. Existe  una industria basada en el cultivo
de levaduras para uso como suplemento en alimento
animal. Se usan levaduras estrictamente aerobias, como
las del género Candida en lugar de las fermentativas,
para lograr maximizar el crecimiento en condiciones de
aireación forzada.

En general se buscan los sustratos más económicos, pri-
meramente se emplearon melazas (sub producto de la
refinación del azúcar) y residuos de cosechas. Actual-
mente se emplean derivados del petróleo, parafinas y
moléculas de varios carbonos, adicionados de sales inor-
gánicas. Esta línea de elaboración de proteínas microbia-
nas se denomina PP (producción de proteínas) y las plan-
tas se instalan en las industrias petroleras, que abaste-
cen con las fuentes de carbono.

Existen unidades industriales en países petroleros para el
cultivo de Candida lipolytica en emulsión acuosa de pe-
tróleo crudo (la levadura puede oxidar hidrocarburos ali-
fáticos de cadena larga, de C

12
 a C

18
). El petróleo que

queda es más fácilmente refinado.

Otro sustrato potencial es el gas metano, derivado de la
industria petroquímica. Las velocidades de crecimiento
son relativamente lentas en las bacterias oxidantes del
metano y tienen tendencia a acumular mucílagos extra-
celulares.

Otro microorganismos muy empleado como suplemento
proteico es la cianobacteria Spirulina, que es empleada
como alimento en Africa y se vende en polvo o en forma
de pastel seco en comercios de alimentos de Estados
Unidos de América.

Producción de aminoácidos específicos

Las proteínas sintetizadas por los microorganismos son
deficientes en ciertos aminoácidos requeridos por |os
mamíferos. Las proteínas vegetales carecen también de
estas sustancias: la de trigo es baja en lisina, la de arroz,
en lisina y treonina. La suplementación con estos ami-
noácidos es práctica corriente y la producción microbiana
de aminoácidos específicos ha sido muy estudiada. Mu-
chas cepas microbianas o sus mutantes son defectivas
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rio potencial de carbono. Su aplicación al suelo puede
economizar la aplicación de nutrientes, vía los fertilizan-
tes sintéticos.

* El compost puede reemplazar a la turba como medio de
crecimiento para plantines en viveros forestales y hortí-
colas.

* También puede reducir la necesidad de encalado al ejer-
cer efecto tampón contra las caídas del pH.

* Esta tecnología presenta costos competitivos con otras
tecnologías de manejo de residuos (físicos, químicos).

* Se  reduce la cantidad de restos producidos por la socie-
dad y satisface la necesidad de obtener rellenos para el
suelo y macetas (viveros).

* Constituye una técnica para obtener la estabilización de
la materia orgánica en forma rápida y en condiciones
que no provocan inmovilización del nitrógeno en el sue-
lo al ser aplicado. Al mineralizarse provee en forma len-
ta, los nutrientes que las plantas necesitan.

En la naturaleza esta estabilización se da en tiempo inde-
terminado, de acuerdo a las condiciones que encuentra el
sustrato.

Otras ventajas son:
� reducción de costos en la remoción de nitratos del agua

� reducción de la susceptibilidad a la erosión del suelo

� reducción de los requerimientos de riego

Inconvenientes del compostaje
* En el compostaje ocurren emisiones (lixiviado, olores,

aerosoles con microorganismos y polvo) y cuando se
realiza en instalaciones centralizadas de gran escala,
el proceso consume energía

* Algunos herbicidas, no son destruidos por el compostaje
y pueden dañar los cultivos. Estos herbicidas son usa-
dos sobre malezas y pueden pasar a través del tracto
digestivo de los animales, depositándose en las camas
de paja y estiércol, que pueden ser  luego compostados

* Contaminantes orgánicos persistentes (COP) se encuen-
tran en menor concentración en el compost de bioresi-
duos y de residuos de poda en relación a los que se
acumulan a partir de residuos sólidos urbanos (RSU)

* La presencia de plásticos en los residuos está desafian-
do los sistemas industriales del bioproceso ya que las
partículas pequeñas pueden permanecer en el compost

aún después de repetidos tamizados

Proceso de compostaje

Es un proceso microbiológico realizado en la naturaleza
por organismos nativos: bacterias, hongos y actinomice-
tes, principalmente, actuando en sucesión de predominan-
cia, según la influencia de factores, como la composición
química del material original, su relación C/N, humedad,
aireación, temperatura, pH.

Los primeros sustratos atacados son hidratos de carbono
simples, proteínas, compuestos solubles en alcohol y otros
solventes orgánicos (ceras, grasas, cutinas).

La fracción ligno-celulósica no es degradada en su totali-
dad y se mezcla con la biomasa microbiana en el produc-
to final.

Involucra 3 etapas:
� pre-proceso

� biodegradación

� maduración

Pre-proceso puede incluir solamente la molienda y pul-
verización (residuos de parques y jardines) o puede re-
querir tratamientos más complejos para remover conta-
minantes. El tamizado separa partículas según su tama-
ño. Las máquinas separan papel, plásticos y otros consti-
tuyentes no deseados de la materia orgánica.

Biodegradación requiere aireación en pilas o en disposi-
tivos adecuados con aireación forzada. Durante las pri-
meras semanas, la temperatura de la pila aumenta drásti-
camente debido a la energía generada por los microorga-
nismos.
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en los mecanismos de regulación de los metabolismos
específicos de biosíntesis y por lo tanto, excretan gran-
des cantidades de algunos aminoácidos al medio. Este
ejemplo constituye una importante aplicación de un pro-
ceso microbiano.

Uso de bacterias del ácido acético

Es conocida la acidificación que sufren bebidas alcohóli-
cas expuestas al aire. Se oxida el etanol a ácido acético,
por bacterias estrictamente aerobias. De aquí deriva la
industria del vinagre, que permanece bastante empírica,
la conversión lleva varias semanas y la limitante del pro-
ceso es la lenta difusión del aire en el líquido (gruesa pe-
lícula superficial de bacterias), se airea y regula la tempe-
ratura pero no es microbiológicamente controlado. Actual-
mente se produce vinagre en grandes fermentadores con
circulación de líquido y aireación.

Esta oxidación es un ejemplo de respiración aerobia in-
completa, realizada por representantes de los géneros
Acetobacter y Gluconobacter, que no presentan las enzi-
mas del ciclo de los ácidos tricarboxílicos  funcionales, de
modo que se acumula acetil-coA y ácido acético.

Otras bacterias con defectos enzimáticos que no les per-
miten completar las fermentaciones o respiraciones, son
muy usadas en industria, en efecto, el ácido glucurónico
(uso farmacéutico) se produce por oxidación de la gluco-
sa por bacterias acéticas. Muchos azúcares alcoholes son
convertidos en los azúcares por estas bacterias (sorbosa
del sorbitol).

Los hongos comestibles

Varias clases de hongos se emplean como fuentes de ali-
mento humano, de los cuales los más importantes son las
setas, grandes cuerpos de fructificación de hongos fila-
mentosos. Durante la mayor parte de su ciclo de vida, las
setas o champiñones como se les denomina a  los hon-
gos comestibles crecen en forma de micelio en suelo,
mantillos, vegetales en descomposición, pero cuando las
condiciones son favorables, por la humedad, temperatu-
ra, desarrollan los cuerpos de fructificación, visibles a sim-

ple vista si son externos (hongos de sombrero) o subte-
rráneos, como los hipogeos, globulosos, como las trufas.
Estos hongos son cosechados, produciéndose sucesivos
ciclos sobre sustratos lignocelulósicos (rastrojos, made-
ras) complementados con nutrientes. No se emplean me-
dios ricos para evitar el desarrollo de hongos contaminan-
tes saprofitas.

Hongos hipógeos globulosos como las trufas, son muy
codiciadas por su sabor y aroma particular, pero su culti-
vo requiere suelos alcalinos y están muy asociados a las
encinas, en España.

Muchos de estos hongos son además ectomicorrícicos,
de modo que el productor forestal los recoge en la vecin-
dad de los árboles, como pino, eucalipto, roble.

El cuadro 10 resume la composición química de dos hon-
gos comestibles. Se aprecia que no son ricos en proteí-
nas, pero por su buen sabor, minerales, bajo tenor graso,
han sido incorporados al régimen alimenticio en los últi-
mos tiempos.

Cuadro 10- Componentes nutricionales en
algunos hongos

Agaricus sp Pleurotus sp

mg (%) mg (%)

calorías 24 27

grasa 0 0

sodio 0 0

hidratos de carbono 15,5% 3,2%
fibra 0mg 0mg

proteinas 2,4% 3,2%

vitA 0% menos 2%

vitC 2,4% 2%
Ca 0% menos 2%

Fe 2,4% menos 2%

Aislamiento, propagación de hongos comestibles
El aislamiento puede ser:

directo   (esporas, micelio, carpóforos
indirecto (empleo de cámaras húmedas
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tratamiento anaerobio donde ocurren respiraciones anae-
robias que aseguran la pérdida de estos elementos a la
atmósfera.

Restos sólidos

Compostaje
Compostaje es el término que se usa para designar la
degradación aeróbica y termófila de materiales orgáni-
cos de diferente origen, en estado sólido, realizado por
comunidades microbianas quimioheterotróficas existentes
en los propios residuos, bajo condiciones controladas del
que se obtiene un producto estable, el compost, que pue-
de ser utilizado como fertilizante. Debería traducirse el
término compost por compuesto, pero lamentablemente
se continúa con la denominación inglesa la que es usada
también en otros idiomas.

Ventajas del compostaje
Si los residuos orgánicos son enterrados pueden impac-
tar al ambiente. El agua que percola a través del residuo
puede lixiviar sustancias hacia las aguas subterráneas.
Se produce metano como consecuencia de la degrada-
ción de la materia orgánica en ausencia de aire, gas con
importante efecto invernadero,  30 veces más perjudicial
que el dióxido de carbono.

* El compostaje remueve una gran parte de los sustratos
orgánicos biodegradables de los residuos y reduce el
tiempo de biodegradación en relación a los procesos
anaerobios, con liberación de menor cantidad de gases
y menos pérdidas por lixiviado.

* Se disminuye el volumen, peso o tenor de humedad, en
relación al material original, lo que facilita el
almacenamiento, transporte y empleo del residuo

* El compost puede colaborar con el control de enferme-
dades de las plantas y reducir las pérdidas en las cose-
chas en agricultura y horticultura.

* El agregado de compost a los suelos evita la disminu-
ción de la materia orgánica, contribuyendo a la fijación
del carbono en los mismos. La producción de compost

y su incorporación al suelo superficial crea un reservo-

 ➤

 ➤  ➤

 ➤
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Efluentes en
anaerobiosis

Biodiscos aireados

Efluentes en
anaerobiosis

Reactor
metanogénico

Reactor
desnitrificante

Reactor
nitrificante

� compuestos con fósforo

en aerobiosis       Pi + poli-PO
4
-3             poli-PO

4
-3(n+1)

en anaerobiosis     poli-PO
4
-3 (n+1)          poli-PO

4
-3 + Pi

� metales pesados

en anaerobiosis SO
4
= +  8H+          S= +  Me++       SMe que  precipita

Biodegradación aerobia de residuos
orgánicos

Restos con alto contenido de agua
Los residuos pueden contener alto nivel de agua, como
por ejemplo los efluentes de la industria láctea, aguas
servidas, etc. Su tratamiento se realiza en forma  conti-
nua, en dispositivos tipo piletas, que dependen de la
difusión natural del aire que se mezcla con las aguas a
tratar por corrientes térmicas o producidas por el vien-
to. En algunos casos se utilizan aireadores mecáni-
cos, que incrementan la difusión del aire atmosférico
en el agua y aseguran vigoroso crecimiento de las bac-
terias aerobias.

Figura 1- Esquema de usina de tratamiento de aguas
residuales

Las aguas vertidas por industrias, establecimientos agro-
pecuarios se tratan más aceleradamente en reactores.
En la figura 1 se esquematiza un modelo donde primero
el proceso es anaerobio, se pierde metano y N

2
. Luego

el proceso es aerobio y los compuestos reducidos de N
y S se transforman en nitratos y sulfatos, que vuelven al
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Los medios de cultivo empleados son:
 (líquidos y sólidos
(sintéticos, semisintéticos, naturales

El hongo más cultivado es sin duda el Agaricus bisporus,
cuyo inóculo se propaga en botellas con medio rico en
sustancias orgánicas, en general con semillas que facili-
tan la adhesión del micelio  a superficies y liberan ade-
más sustratos orgánicos.

La propagación se realiza en lugares apropiados, tipo só-
tanos o galpones oscuros y con control de humedad y
temperatura. La cama de siembra consiste, en general,
en materiales como pajas, con suelo, estiércol. Pueden
usarse grandes bolsas de plástico, colgadas en forma
vertical. Luego de varias semanas comienzan a verse los
cuerpos fructíferos, que se colectan  y conservan frescos
hasta su envío al mercado.

Otro hongo muy empleado es el Lentinus edulus, conoci-
do como shiitake (figura 5). Es un hongo degradador de
celulosa que se cultiva en troncos humedecidos o sobre
aserrín. El inóculo se deposita en pequeños orificios de la
madera y aproximadamente luego de un año, produce las
fructificaciones, más sabrosas que las de Agaricus y de
mayor precio.

Otro hongo de fácil propagación son las numerosas va-
riantes de Pleurotus, típico hongo de sombrero de color
pardo, gris, amarillo y rosado.

La figura 6 esquematiza el cultivo de hongos comestibles.
Los cultivos se adquieren en forma de micelio, el que se
conserva en frascos con granos y medio de cultivo. El
micelio se propaga intensamente alrededor de los granos
aprovechando liberación de sustancias orgánicas.

El cultivo puede realizarse en distintos dispositivos, como
estanterías con cama de materiales ligno-celulósicos  (pa-
jas, aserrín, madera), o en bolsas de plástico colgadas a
la sombra, a las cuales se les efectúan orificios a los efec-
tos de que salgan al exterior los carpóforos y se puedan
cosechar.

El ambiente se mantiene a una humedad adecuada, sin
luz directa.

Figura 5- Hongos comestibles: Lentinus edulus, shiitaki
(izquierda) y Agaricus bisporus (derecha)

Figura 6- Esquema en la producción de hongos comestibles

Otros microorganismos con interés industrial

Bacilos Gram positivos
Numerosas especies de bacilos Gram positivos son em-
pleados por el hombre. Los aerobios o anaerobios facul-
tativos del género Bacillus son importantes productores
de enzimas (hidrolasas, lipasas) muy empleadas en la in-
dustria en productos para quitar manchas en la ropa, para

Medio estéril

Aislamiento

Esterilización

Inoculación medio
de granos

Inoculación del soporte En
madera

En bandejas

En el suelo

Cultivos en bolsas
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� producir alimentos (cultivo de hongos, proteínas mi-
crobianas, lombrices)

Cuadro 3- Procesos empleados en la
biodegradación de residuos

Biológicos No biológicos

Orgánicos Orgánicos

biogás, proteínas unice- incineración, fabricación
lulares, etanol de ladrillos

Inorgánicos Inorgánicos

lixiviación bacteriana, nitrifi- reciclaje de minerales
cación-desnitrificación

El tratamiento de un residuo puede conducir a más de un
objetivo, por ejemplo, el compostaje de restos del tambo dismi-
nuye la carga contaminante y se logra un sólido estabilizado
empleado como fertilizante. La biodegradación anaerobia
además de disminuir la contaminación ambiental, produce
energía (CH

4
) y un  residuo  empleado como fertilizante.

Procesos biológicos

En los residuos orgánicos derivados de vegetales, el com-
plejo lignocelulósico es el más lentamente degradable en
procesos aerobios o anaerobios.

Fermentaciones CO
2
, ácidos,

alcoholes, H
2
, H

2
O

biomasa microbiana
Complejo lignocelulósico energía

Respiraciones CO
2
, H

2
O, CH

4
, biomasa,

microbiana, material
bioestabilizado, energía

Comparación de procesos de biodegradación ae-
robia y anaerobia de residuos

A. Residuos orgánicos
� residuos de cosechas, como cáscara y pajas de cerea-

les, aserrín, de alto contenido en lignocelulosa

En aerobiosis ocurren procesos de respiración:

C6H12O6          6CO2 + 6 H2O + biomasa microbiana  ∆Gº= -2828 Kj/ mol/glucosa

100%                   60%               40%

Como se aprecia, la alta eficiencia en la asimilación del C
conduce a la producción de gran volumen de biomasa

microbiana. Los residuos son removidos, pero el trata-
miento de efluentes contaminados con materia orgánica
requiere grandes superficies (lagunas) y queda un gran
volumen de barros (biomasa microbiana, residuos lig-

nocelulósicos sólidos), que requieren nuevos tratamien-
tos, en general, uno anaerobio.

En anaerobiosis ocurren fermentaciones y respiraciones
anaerobias:

C
6
H

12
O

6
            3 CH

4
 + 3CO

2
 + biomasa microbiana

  l00%            45%     45% 10%      ∆Gº= -394 Kj/mol glucosa

Los residuos son removidos en forma incompleta, queda
amonio, SH

2
, ácidos grasos, que hacen necesario un tra-

tamiento aerobio posterior. Son, por el contrario, proce-
sos de bajo costo que emplean pequeños reactores y ori-
ginan pocos barros (residuos de biomasa y materiales lig-
nocelulósicos no atacados).

B. Residuos inorgánicos

� compuestos nitrogenados

en aerobiosis            NH
4

+ + O
2
           NO

2

_

 
         NO

3

_

en anaerobiosis        NO
3

_
   + e

_
 + H+          N

2
+ N

2
O

El ciclo de nitrificación y desnitrificación asegura la elimina-
ción del N de los ecosistemas hacia la atmósfera, en for-
ma de gases.

� compuestos con azufre

en aerobiosis       Sº, S=           SO
4
=

en anaerobiosis     SO
4
= + e

_ 
+ H

+
          H

2
S

        + Me         SMe
        (metales)

(SO
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=
 
reducción)               (precipitado, por ejemplo como  S Fe, negro)
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destapar cañerías, etc. Otros producen antibióticos y al-
gunos son reconocidos en el control biológico de enfer-
medades vegetales y como bioinsecticidas.

Clostridium, con numerosos representantes anaerobios
que incluyen especies benéficas, fijadoras de N

2
, por ejem-

plo y otros patógenos como C. tetanii, C. botulinicum, etc.
(cuadro 10 y figura 7)

Cuadro 10- Características de los géneros
Bacillus y Clostridium

Aerobios o facultativos Anaerobios

Ej. Bacillus Ej. Clostridium

Endosporas resistentes Endosporas, resistentes a tempe-
ratura, desecación, radiaciones

Son anaerobios facultativos Común en suelos

B. anthracis patógeno a humanos Producen poderosas toxinas
    y animales

B. subtilis y B. polymyxa productores Causantes de tétanos, botulismo,
    de antibióticos gangrena gaseosa

B. thuringiensis control biológico Se usan para producir butanol por
    de insectos fermentación

Biodegradadores, producción Algunos fijan N2

    de enzimas

Muchas especies son productoras
    de enzimas de interés:
    hidrolasas, lipasas

Figura 7- Izquierda: Clostridium spp. Nótese dos
mecanismos de resistencia: endosporas terminales y cápsula.

Coloración negativa, cultivo líquido en gota de tinta china.
Derecha: Bacillus thuringensis con espora (e) y vecina a

ella, la proteína tóxica (p).

El cuadro 11 esquematiza otra importante función de es-
pecies de Bacillus, que es la lucha biológica, en este
caso contra larvas de insectos, sensibles a una podero-
sa toxina que se sintetiza junto a la espora bacteriana.
Se ha logrado clonar este péptido y se ha incluido en
vegetales, que se convierten en resistentes a insectos
(arroz, maíz, etc. Bt, que presenta incluido genes con
efecto insecticida).

Cuadro11- Insecticidas microbianos

Bacillus popillae y Bacillus  thuringiensis

Esporulados, flagelos perítricos

Producen toxinas y un cuerpo paraesporal: proteína tóxica
que en el intestino de los insectos produce parálisis de
las larvas

Se utilizan como esporas muertas por calor en cultivos ve-
getales

Actinomicetes
Las bacterias verdaderas se diferencian marcadamente
de los hongos filamentosos. Los actinomicetes se encuen-
tran entre ambos grupos, aunque pertenecen formalmen-
te a las bacterias, al orden Actinomycetales y son orga-
nismos Gram positivos, de estructura vegetativa de tipo
miceliar desarrollo confinado sólo a bacterias Gram posi-
tivas. Algunos de estos organismos, los Euactinomice-

tes, se desarrollan sólo en estado miceliar, reproducién-
dose por formación de esporas unicelulares diferencia-
das en el extremo de la hifa.

En un segundo grupo, el de los Proactinomicetes, el
desarrollo miceliar es transitorio, no se producen esporas
y la reproducción ocurre primariamente por fragmentacióm
miceliar en células cortas de tipo bacilar.

Los euactinomicetes: los ambientes naturales contie-
nen una gran población, que se agrupan en pocas fami-
lias (figura 8).

e

p
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Los tratamientos previos a que somete estos productos
(compostaje, biodegradación anaerobia, etc.) bajan con-
siderablemente estos valores ya que la degradación de la
fracción más fácilmente atacada estabiliza a estos resi-
duos.

Sin embargo, a pesar de estas consideraciones, en mu-
chos establecimientos rurales se aplican los abonos or-
gánicos y residuos de agroindustrias directamente en el
suelo. Se recomienda tener en cuenta:

� incrementar de la calidad de los abonos orgánicos para
hacerlos más competitivos en relación a los fertilizantes
químicos, por un adecuado control de calidad, disminu-
ción en la concentración de sales y elementos traza en
las raciones, mejorar la presentación física de los mis-
mos.

� efectuar recomendaciones adecuadas a los producto-
res para su aplicación correcta

El cuadro 2 (publicado por Stevenson y Cole, 1999) mues-
tra el contenido promedio de nutrientes en estiércol de 23
establecimientos de cría de ganado (la humedad varió
entre 21 y 54%).

Cuadro 2- Nutrientes en estiércol de ganado
vacuno

Nutriente Rango % kg/ton

N 1,16-1,96 1,34 13,4

P 0,32-0,85 0,53 5,3

K 0,75-2,35 1,50 15

Na 0,29-1,43 0,74 7,4

Ca 0,81-1,75 1,30 13

Mg 0,32-0,66 0,50 5,0

Fe 0,09-0,55 0,21 2,1

Zn 0,005-0,012 0,009 0,09

De estos datos se puede calcular que la aplicación anual
de 40 toneladas de abono por hectárea agrega 540kgN/ha
y considerando que un cultivo de maíz con rendimiento de
4.600kg/ha removerá unos 180kgN/ha (aproximadamente

1/3 de la cantidad aplicada), el resto del N aportado por el
abono puede ser lavado y ocasionar contaminaciones. Si
se procediera racionalmente se necesitaría un área de suelo
tres veces superior para dispersar este abono.

Este es un ejemplo de las discordias entre la protección
del ambiente y la práctica de disponer de suelos para las
grandes cantidades de residuos generados por la activi-
dad del hombre.

Tratamiento de los residuos
Complejos sistemas microbiológicos que transforman es-
tos residuos resultantes de la actividad humana y que pue-
den llegar a provocar graves problemas de contamina-
ción, se desarrollaron a lo largo de miles de años, sobre-
todo en el suelo. Como en general,  la tasa de degrada-
ción de residuos orgánicos es extremadamente inferior a
su tasa de generación, y además, muchos de los resi-
duos no son productos naturales, el hombre se ve obliga-
do a su tratamiento en el campo, donde se producen, o en
plantas con reactores, especialmente diseñados.

Los tratamientos a que son sometidos los residuos se
pueden agrupar en:

� físicos: transformaciones termoquímicas, pirólisis (al-
tas temperaturas)

� químicos: hidrólisis ácida o alcalina

� biológicos y enzimáticos: fermentaciones, enriqueci-
miento proteíco para forrajes, hidrólisis enzimática

El cuadro 3 resume estos procesos.

Los objetivos en el tratamiento de los residuos son varios:

� disminuir la carga contaminante (ejemplo: tratamien-
tos de grandes volúmenes de estiércol en la industria le-
chera)

� aprovechar los restos como fuente de energía (pro-
ducción de etanol, H

2
, metano)

� obtener moléculas de interés (producción de proteí-
nas celulares)
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Figura 8 -  Principales grupos de actinomicetes

1. Streptomycetaceae: las hifas usualmente fragmentan,
micelio aéreo extensivo y cadenas de esporas con 5-50
o más conidios por cadena. Géneros típicos: Streptomy-

ces, Microellobosporia, Sporichthya.

2.  Nocardiaceae: hifas típicamente fragmentadas para
dar pequeñas esporas.

3. Micromonosporaceae: hifas que no se fragmentan,
los conidios se presentan solos, en pares, o en cortas
cadenas. Géneros: Micromonospora, Microbispora, Mi-

cropolyspora, Thermomonospora, Thermoactinomyces,

Actinobifida.

4. Actinoplanaceae: esporas en esporangios, diámetro
de la hifa 0,2- 2 mu. Géneros: Streptosporangium, Acti-

noplanes, Planibispora, Dactylosporangium.

5. Dermatophilaceae: los fragmentos de hifas se dividen
para dar gran número de estructuras redondas, móvi-
les. Género: Geodermatophilus.

6. Frankiaceae: habitan nódulos radicales en ciertas no-
leguminosas. Se han logrado reproducir fuera del hués-
ped. Género: Frankia

7. Actinomycetaceae: no forman verdadero micelio, co-
múnmente anaerobias facultativas. Género: Actinomyces.

De los numerosos géneros de euactinomicetes, el más am-
plio es Streptomyces, que pueden representar más del 70-
90% de las colonias desarrolladas en medio sólido. Son
muy abundantes en el suelo, al cual le confieren el olor ca-
racterístico a tierra húmeda, atribuible a sustancias voláti-

les que producen. Este grupo ha adquirido importancia eco-
nómica, por el gran número de antibióticos formados como
metabolitos secundarios. Las esporas tienen rol reproducti-
vo y son diseminadas por el aire o el agua. Thermoacti-

nomyces produce esporas extremadamente resistentes al
calor, similares a las endosporas  de las bacterias típicas y
la temperatura máxima de crecimiento es de 65-68ºC. Son
activos en compostajes (capítulo 21), o abonos.

Los representantes del género Frankia se asocian simbióti-
camente  a especies de no-leguminosas (capítulos 11 y 15).

Actividades y ecología
� la densidad de este grupo en el suelo es por lo general

de 3 a 15 veces menor que la de las bacterias, domi-
nando sobre todo los géneros Streptomyces y Nocardia

(Dommergues, Mangenot, 1970)

� la mayoría de las especies son mesófilas (óptimo 25-
30ºC, aunque hay especies termófilas

� abundan en suelos de pH 6,8-8,0 y sólo excepcional-
mente en suelos de pH inferior a 5,0. Esta sensibilidad
a pH ácidos es empleada en el control de organismos
fitopatógenos

� si la humedad es abundante y la temperatura no muy
elevada, se los encuentra en forma vegetativa

� en condiciones extremas de desecación y/o altas tem-
peraturas, dominan en forma de conidios

� dominan en suelos alcalinos

� disminuyen con la profundidad, aunque el porcentaje
de actinomicetes en relación a la microflora total au-
menta con la profundidad y constituyen gran proporción
de la población en horizontes inferiores

� disminuyen con la inundación (la mayoría son aerobios)

� por su capacidad para sobrevivir en condiciones desfa-
vorables, constituyen uno de los grupos más distribui-
dos en los suelos

Funciones
� Degradación de compuestos resistentes: responden al

agregado de materiales carbonados varias semanas más
tarde, pues son débiles competidores frente a bacterias y

              Termoactinomyces                   Micropolyspora

Microeliobosporia                Nocardia

Dactylosporangium

Streptosporangium
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Muchos residuos orgánicos (estiércol, residuos de co-
sechas, abonos animales, aguas servidas), se emplean
directamente como abonos en el suelo, pero se seña-
lan numerosas limitaciones a esta práctica que se re-
sumen:

* Son en general  fertilizantes de baja concentración en N,
P, K, etc. , de composición variable, con alto contenido
de agua. Los gastos de transporte son en general, su-
periores a su valor como fertilizante. La aplicación debe
separase de la siembra a los efectos de permitir la eli-
minación del exceso de agua del abono.

* La concentración de nutrientes, sales solubles, micronu-
trientes y agua varía mucho de un lugar a otro y rara-
mente son analizados antes de su empleo. Resulta difí-
cil recomendar una dosis correcta.

* Las sales solubles pueden causar problemas de lavado
de nitratos hacia aguas subsuperficiales, sobretodo en
cultivos irrigados,

* Muchos residuos pueden contener metales pesados
y/o compuestos orgánicos sintéticos que pueden acu-
mularse en los suelos a niveles tóxicos para los ve-
getales. Muchos vegetales no sufren daños visibles
pero acumulan estas sustancias tóxicas en sus teji-
dos y se convierten en peligro para el consumo hu-
mano. Las aplicaciones repetidas de abonos orgáni-
cos y aguas servidas al suelo pueden incrementar
los niveles de As, Cd, Cr, Hg, Mo, Pb, Ni, Se y Zn.
Muchos están ligados a la materia orgánica y son
liberados a formas asimilables a medida que el res-
tos es degradado en períodos de varios años. Exis-
ten diferencias entre países sobre los niveles acep-
tables de metales tóxicos en los productos aplicados
al suelo.

* Residuos de la producción avícola y animales no rumian-
tes contienen bacterias, virus y otros patógenos peli-
grosos para la salud humana cuando entran en la cade-
na alimenticia. La mayoría de ellos muere cuando los
restos o aguas son pretratadas en lagunas u oxidadas
biológicamente. E. coli, habitante normal del intestino
humano es una bacteria indicadora de la calidad de los
residuos y aguas, ya que no se encuentra en general

en residuos pretratados. Su población en aguas trata-
das, en compostajes, debe ser menor a 1000 organis-
mos/g o por mL para que el material se considere apto
para su aplicación.

* Los olores y otros inconvenientes crean conflictos entre
los productores y la población que se resiste muchas
veces a reconocer que los riesgos pueden minimizarse
en sistemas de manejo apropiados.

*  Finalmente, debe requerirse un monitoreo de la calidad
de los cultivos y del agua por parte de agencias  de
protección ambiental. Este requerimiento agrega un
costo adicional a la producción y no está disponible en
muchos países. La polución potencial de un resto orgá-
nico en los causes de agua se expresa usualmente en
términos de:

DBO= demanda biológica de oxígeno, la cantidad  de O
2

consumido por oxidación microbiana en 5 días de incuba-
ción. Esta medida informa sobre la concentración de com-
puestos orgánicos rápidamente degradables  y formas
reducidas de N y S (NH

3
 y HS

_
)

DQO= demanda química de oxígeno, es una medida de
las sustancias orgánicas e inorgánicas oxidables totales
que se estima por oxidación química con solución de di-
cromato de potasio y ácido sulfúrico. Es menos empleada
que la DBO.

Si un  residuo orgánico con alta DBO se introduce en el
agua en gran cantidad, el contenido de O

2
 de la misma se

reducirá a niveles que impedirán la vida de los peces (re-
quieren unos 5mg/L de O

2
 disuelto para sobrevivir) y otros

organismos acuáticos.

Aguas con valores de DBO de  1mg/L (1mg/L de O
2
 se

consumen en 5 días de incubación) se consideran de
alta calidad, valores de DBO de 5 indican pureza dudo-
sa. Se considera inadecuada la entrada de corrientes
de agua a arroyos o ríos con una DBO de más de 20mg/
L. La DBO de los residuos animales y la de los efluentes
de la industria de procesamiento de alimentos es muy
alta (más de 10.000 en tambos) y ejercen efectos muy
perjudiciales en la comunidad acuática y en la calidad
del agua.
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hongos, cuando abundan los compuestos simples. Su par-
ticipación aumenta cuando quedan materiales resistentes

� Formación de humus: muchas especies producen en
medio de cultivo moléculas complejas, a las que se pre-
sume muy importantes en la humificación

� Transformaciones a altas temperaturas: sobre todo
en la podredumbre y calentamiento  de abonos verdes,
heno, compost, abonos animales. Los termófilos son el
grupo dominante y las superficies de los compost to-
man color blanco o gris típico de este grupo

� Enfermedades en vegetales: como la podredumbre
negra de la papa y la viruela de la batata, por Strep-

tomyces scabies y Streptomyces ipomoeae, respecti-
vamente (figura 9)

� Infecciones en el hombre y animales: por ejemplo,
por Nocardia asteroides y Nocardia otitidis-caviarum

� Antagonismos microbianos: síntesis de antibióticos,
enzimas líticas (quitinasas, celulasas, hidrolasas)

� Producción de sustancias probióticas, como vitami-
nas (B

1
, B

2
, B

6
, B

12
, biotina, ácido fólico)

� Fijación biológica de N
2
: el género Frankia es emplea-

do en algunos países como inoculante de plántulas ac-
tinorrícicas en viveros (capítulo 15 y Anexo práctico).

Estas bacterias, tienen importantes aplicaciones biotecnoló-
gicas, ya que son grandes productores de sustancias bióti-
cas (vitaminas) y antibióticas. La figura 9 muestra las espo-
ras y los filamentos de especies del género Streptomyces:

Figura 9- Streptomyces, nótese el micelio fragmentado en
esporas (izquierda) y tubérculo de papa infectado (derecha)

Bacilos Gram negativos
Numerosos representantes de estos organismos son be-
néficos para el hombre. Otras, como integrantes de la flo-
ra intestinal (enterobacterias), pueden, en ciertas condi-
ciones transformarse en patógenas.

Agrobacterium
El género comprende organismos que producen tumores
en vegetales. A. tumefaciens  posee un plásmido Ti res-
ponsable de la virulencia. Se han construido vectores de
transferencia generalizado para plantas (figura 10) (Pres-
cott et al., 1999). A. rhizogenes ha sido reclasificada ac-
tualmente con los rhizobios, por la similitud genética ob-
servada en los análisis de fragmentos de ARN y ADN.

Figura 10- Transferencia de genes empleando Agrobacterium
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21
Biotransformación de residuos

orgánicos

La lenta descomposición de materiales biológicos tiene
lugar en la naturaleza desde los comienzos de la vida. Sin
la presencia de estos procesos microbiológicos naturales
se hubiera hecho imposible la continuación de la misma,
dada la creciente acumulación de materiales con carácter
tóxico y contaminante.

Actualmente la crisis en la disponibilidad de alimentos, la
escasez de combustibles y la agudización de la polución
ambiental han conducido a que numerosos residuos de la
agricultura, agroindustrias (lecherías, queserías), activi-
dad forestal, industrias, animales o el hombre, deban ser
tratados para reciclarlos y obtener alimentos, forraje, ener-
gía, fertilizantes, sustancias químicas.

Estos aspectos ambientales del ciclo terrestre del carbo-
no han preocupado mucho a gobiernos e investigadores
desde la década del 60 por la necesidad  de resolver pro-
blemas creados por actividades incorrectas en el pasado.
Los estudios se han enfocado sobretodo en los proble-
mas derivados de la acumulación de desechos orgánicos
e inorgánicos  en los suelos y causes de agua, la acumu-
lación de productos químicos sintéticos, la acumulación
de materia orgánica y su contribución al CO

2
 atmosférico

y la producción de sustancias  tóxicas para el hombre.

El cuadro 1 muestra la composición de los residuos orgá-
nicos más comunes producidos cada año a partir de acti-
vidades domésticas, residuos urbanos sólidos y líquidos,
producción animal, industrias de alimentos, aserraderos
y gran variedad de industrias orgánicas. Estos desechos
no constituyen un problema ambiental solamente  en las
ciudades, en efecto, la agricultura intensiva es fuente im-
portante de desechos orgánicos.

Stevenson y Cole (1999) señalan que en los estados Uni-
dos, los animales de granja acumulan 10 veces más resi-
duos orgánicos que los habitantes y que una vaca o  7
aves generan  16 veces más residuos en relación a los de
un hombre.

Cuadro 1- Constituyentes de los residuos

� Grasas, aceites, resinas, terpenos

� Carbohidratos: azúcares, almidón, hemicelulosa, celulo-
sa, poliurónidos

� Ácidos orgánicos

� Aldehídos, cetonas, alcoholes

� Lignina

� Compuestos cíclicos: fenoles, quinonas, taninos

� Alcaloides y bases orgánicas

� Proteínas, aminoácidos, aminas, otros compuestos nitro-
genados

� Enzimas, hormonas, vitaminas, pigmentos, sustancias
antibióticas

� Constituyentes minerales: fosfatos, sulfatos, carbonatos,
clorados, nitratos, sales de K, Na, Ca, Mg y microelemen-
tos

Muchos residuos orgánicos constituyen fuentes potencia-
les de nutrientes para los vegetales (N, P, K), pueden con-
tribuir positivamente a la calidad de los suelos, mejorar su
estructura, de modo que su empleo como abonos orgáni-
cos resulta una práctica útil para la sociedad por su bajo
costo, estimulación de la fertilidad y producción agrícola y
mejora de la calidad de las aguas, evitando su vertido en
las mismas.
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nas. La biolixiviación es realizada por poblaciones nativas
de Thiobacillus thiooxidans que pueden recuperar hasta
un 70% del cobre de minerales con bajo nivel en el metal.
Se produce la oxidación biológica del cobre para producir
sulfato de cobre soluble, que puede recuperarse al reac-
cionar esta solución de lixiviación, con hasta 3,0g/L de
cobre soluble, con hierro. Se forma sulfato de hierro y el
cobre se reduce a la forma elemental, que precipita y se
recoge:

       CuSO
4
 + Feo                   Cuo  + SO

4
Fe

Puede haber necesidad de agregar otros nutrientes como
P, N, micronutrientes para complementar la nutrición mi-
crobiana.

En la misma forma se recupera el mercurio.

Otra de las formas de recuperar minerales consiste en
emplear células microbianas cultivadas previamente,
como es e caso de ciertas algas, para concentrar meta-
les preciosos, como la plata o el oro, presentes en baja
concentración en minerales o contenidos en el agua. La
figura 12 (Prescott et al., 1999) es una microfotografía
electrónica de la recuperación de oro a partir de un cho-
rro de lavado por células de Chlorella vulgaris. Los de-
pósitos de oro (manchas negras) están asociados a las
células del alga.

Figura 12- Recuperación de metales (oro) por
células de un alga

 ➤

Rhizobios
Esta bacteria, responsable de la introducción de nitró-
geno a ecosistemas agrícolas y acuáticos,  es analizada
en los capítulos 11 y 15. En biotecnología son emplea-
dos por la gran producción de exopolisacáridos (EPS) y
de fenoxialcanos (ácido poli ß OH butírico) empleados
como plásticos biodegradables (figura 11). Son bacilos
móviles, no forman esporas y fijan N

2
 en simbiosis con

vegetales. Una de las principales industrias vinculadas
con la agronomía es la de los inoculantes para legumi-
nosas que incluyen cultivos seleccionados de rhizobio
(Anexo práctico).

Figura 11- Célula de rhizobio mostrando los gránulos de
ácido poli ß OH butírico (claros a los electrones)

Pseudomonas
Género de bacilos Gram negativos con numerosas espe-
cies, muchas de ellas con importante aplicación biotecno-
lógica. Inoculantes de cepas seleccionadas son introduci-
das al suelo como inoculantes de semillas ya que actúan
como agentes de biocontrol (producen antibióticos, side-
róforos, compiten por nutrientes) contra otras bacterias y
hongos y en prácticas de bioremediación, por su capaci-
dad biodegradante. Otras producen desnitrificación (P. fluo-

rescens, P. aeruginosa),  enfermedades en plantas (P.

syringae) y en animales.

Uso de microorganismos para remoción de
metales pesados de ecosistemas

Otra aplicación de los microorganismos es la recupera-
ción de metales a partir de minerales y desechos de mi-
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Estos microorganismos promueven la bioprecipitación
ej: biomineralización y/o cristalización por precipitación
de  metales en la superficie celular. Este fenómeno se
puede deber a la síntesis y secreción de exopolímeros
(EPS, proteínas). Contienen plásmidos de resistencia
a Cd, Co, Cr, Cu, Pb, Hg, Ni y Zn. Bacterias como Rals-

tonia eutropha y P. mendocina, son resistentes a los
metales pesados por la presencia de un sistema de
eflujo eficiente.

Uso de los microorganismos y sus produc-
tos en bioensayos

� dosificaciones(antibióticos, vitaminas, aminoácidos)

� biosensores (gases, demanda biológica de O
2
, vitaminas)

Dosificaciones: cuando las concentraciones de ciertos
productos químicos como los antibióticos son muy bajas
como para detectarlos por métodos químicos se emplean
los microorganismos. Por ejemplo se determina la dosis
letal mínima de un antimicrobiano, como un antibiótico,
capaz de inhibir el desarrollo de un microorganismo elegi-
do como test, como el Staphylococcus aureus, en ensa-
yos en medio líquido. La sustancia química se diluye se-
riadamente y a cada dilución se le agrega el mismo inócu-
lo de la bacteria de referencia. Se considera dosis letal
mínima (DLM) a la mayor dilución que provoca muerte del
microorganismo (capítulo 4).

Biosensores, en este nuevo campo de la bioelectrónica,
los microorganismos vivos o sus enzimas se unen con
electrodos y la acción de estos biosensores convierte las
reacciones biológicas en corrientes eléctricas. Se emplean
mucho en medicina, en análisis en la agricultura, en la
detección de contaminación en aguas, en el control de
gases y líquidos industriales, en la medida de gases tóxi-
cos en las minas. Con su desarrollo se alcanzará a detec-
tar patógenos, toxinas, proteínas y ADN.

Bibliografía
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Preguntas de repaso

1) Señale las condiciones más económicas para pro-
ducir proteínas de origen microbiano

2) ¿Cual sería el uso a darle a estos productos?

3) Señale dos productos importantes empleados en
la dieta diaria del hombre  producidos por vía bioló-
gica. Compare el proceso con alternativas quími-
cas de síntesis

4) ¿Cómo procedería a la búsqueda de nuevos antibió-
ticos?

5) ¿Por qué estas sustancias van perdiendo eficiencia?

6) Indique dos microorganismos de importante uso en
la agricultura

7) ¿Por qué Agrobacterium es un género con muchas
especies de interés en ingeniería genética?

8) ¿Cómo propagaría a gran escala hongos para ser
empleados como: i) comestibles y ii) micorrícicos.
Puede alguna especie coincidir en ambas funciones?
Señale algunas

9) ¿Qué condiciones son necesarias para la producción
más eficiente de hongos comestibles?

10) ¿Por qué los microorganismos son muy usados en
la dosificación de sustancias presentes en la natura-
leza, en el torrente sanguíneo o en soluciones? Cual
es el fundamento del método?

11)  Ejemplos de especies de Clostridium muy patóge-
nos.

12) Resuma algunas de las funciones por las cua-
les los microorganismos son empleados a nivel
industrial

13) Señale algunos de los alimentos producidos por fer-
mentaciones y los sustratos originales.
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nas. La biolixiviación es realizada por poblaciones nativas
de Thiobacillus thiooxidans que pueden recuperar hasta
un 70% del cobre de minerales con bajo nivel en el metal.
Se produce la oxidación biológica del cobre para producir
sulfato de cobre soluble, que puede recuperarse al reac-
cionar esta solución de lixiviación, con hasta 3,0g/L de
cobre soluble, con hierro. Se forma sulfato de hierro y el
cobre se reduce a la forma elemental, que precipita y se
recoge:

       CuSO
4
 + Feo                   Cuo  + SO

4
Fe

Puede haber necesidad de agregar otros nutrientes como
P, N, micronutrientes para complementar la nutrición mi-
crobiana.

En la misma forma se recupera el mercurio.

Otra de las formas de recuperar minerales consiste en
emplear células microbianas cultivadas previamente,
como es e caso de ciertas algas, para concentrar meta-
les preciosos, como la plata o el oro, presentes en baja
concentración en minerales o contenidos en el agua. La
figura 12 (Prescott et al., 1999) es una microfotografía
electrónica de la recuperación de oro a partir de un cho-
rro de lavado por células de Chlorella vulgaris. Los de-
pósitos de oro (manchas negras) están asociados a las
células del alga.

Figura 12- Recuperación de metales (oro) por
células de un alga

 ➤

Rhizobios
Esta bacteria, responsable de la introducción de nitró-
geno a ecosistemas agrícolas y acuáticos,  es analizada
en los capítulos 11 y 15. En biotecnología son emplea-
dos por la gran producción de exopolisacáridos (EPS) y
de fenoxialcanos (ácido poli ß OH butírico) empleados
como plásticos biodegradables (figura 11). Son bacilos
móviles, no forman esporas y fijan N

2
 en simbiosis con

vegetales. Una de las principales industrias vinculadas
con la agronomía es la de los inoculantes para legumi-
nosas que incluyen cultivos seleccionados de rhizobio
(Anexo práctico).

Figura 11- Célula de rhizobio mostrando los gránulos de
ácido poli ß OH butírico (claros a los electrones)

Pseudomonas
Género de bacilos Gram negativos con numerosas espe-
cies, muchas de ellas con importante aplicación biotecno-
lógica. Inoculantes de cepas seleccionadas son introduci-
das al suelo como inoculantes de semillas ya que actúan
como agentes de biocontrol (producen antibióticos, side-
róforos, compiten por nutrientes) contra otras bacterias y
hongos y en prácticas de bioremediación, por su capaci-
dad biodegradante. Otras producen desnitrificación (P. fluo-

rescens, P. aeruginosa),  enfermedades en plantas (P.

syringae) y en animales.

Uso de microorganismos para remoción de
metales pesados de ecosistemas

Otra aplicación de los microorganismos es la recupera-
ción de metales a partir de minerales y desechos de mi-
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hongos, cuando abundan los compuestos simples. Su par-
ticipación aumenta cuando quedan materiales resistentes

� Formación de humus: muchas especies producen en
medio de cultivo moléculas complejas, a las que se pre-
sume muy importantes en la humificación

� Transformaciones a altas temperaturas: sobre todo
en la podredumbre y calentamiento  de abonos verdes,
heno, compost, abonos animales. Los termófilos son el
grupo dominante y las superficies de los compost to-
man color blanco o gris típico de este grupo

� Enfermedades en vegetales: como la podredumbre
negra de la papa y la viruela de la batata, por Strep-

tomyces scabies y Streptomyces ipomoeae, respecti-
vamente (figura 9)

� Infecciones en el hombre y animales: por ejemplo,
por Nocardia asteroides y Nocardia otitidis-caviarum

� Antagonismos microbianos: síntesis de antibióticos,
enzimas líticas (quitinasas, celulasas, hidrolasas)

� Producción de sustancias probióticas, como vitami-
nas (B

1
, B

2
, B

6
, B

12
, biotina, ácido fólico)

� Fijación biológica de N
2
: el género Frankia es emplea-

do en algunos países como inoculante de plántulas ac-
tinorrícicas en viveros (capítulo 15 y Anexo práctico).

Estas bacterias, tienen importantes aplicaciones biotecnoló-
gicas, ya que son grandes productores de sustancias bióti-
cas (vitaminas) y antibióticas. La figura 9 muestra las espo-
ras y los filamentos de especies del género Streptomyces:

Figura 9- Streptomyces, nótese el micelio fragmentado en
esporas (izquierda) y tubérculo de papa infectado (derecha)

Bacilos Gram negativos
Numerosos representantes de estos organismos son be-
néficos para el hombre. Otras, como integrantes de la flo-
ra intestinal (enterobacterias), pueden, en ciertas condi-
ciones transformarse en patógenas.

Agrobacterium
El género comprende organismos que producen tumores
en vegetales. A. tumefaciens  posee un plásmido Ti res-
ponsable de la virulencia. Se han construido vectores de
transferencia generalizado para plantas (figura 10) (Pres-
cott et al., 1999). A. rhizogenes ha sido reclasificada ac-
tualmente con los rhizobios, por la similitud genética ob-
servada en los análisis de fragmentos de ARN y ADN.

Figura 10- Transferencia de genes empleando Agrobacterium

T-ADN

Vector de
clonación

Secuencia del
plásmido Ti

Inserción del gen en la
región T-ADN

Gen que codifica
la luciferasa y
promotor de la

luciérnaga

Plásmido
recombinante

Transformación de
Agrobacterium  e

infección de la planta
del tabaco

Genoma de
la planta

T-ADN y gen de la
luciferasa

Genoma de la
planta
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21
Biotransformación de residuos

orgánicos

La lenta descomposición de materiales biológicos tiene
lugar en la naturaleza desde los comienzos de la vida. Sin
la presencia de estos procesos microbiológicos naturales
se hubiera hecho imposible la continuación de la misma,
dada la creciente acumulación de materiales con carácter
tóxico y contaminante.

Actualmente la crisis en la disponibilidad de alimentos, la
escasez de combustibles y la agudización de la polución
ambiental han conducido a que numerosos residuos de la
agricultura, agroindustrias (lecherías, queserías), activi-
dad forestal, industrias, animales o el hombre, deban ser
tratados para reciclarlos y obtener alimentos, forraje, ener-
gía, fertilizantes, sustancias químicas.

Estos aspectos ambientales del ciclo terrestre del carbo-
no han preocupado mucho a gobiernos e investigadores
desde la década del 60 por la necesidad  de resolver pro-
blemas creados por actividades incorrectas en el pasado.
Los estudios se han enfocado sobretodo en los proble-
mas derivados de la acumulación de desechos orgánicos
e inorgánicos  en los suelos y causes de agua, la acumu-
lación de productos químicos sintéticos, la acumulación
de materia orgánica y su contribución al CO

2
 atmosférico

y la producción de sustancias  tóxicas para el hombre.

El cuadro 1 muestra la composición de los residuos orgá-
nicos más comunes producidos cada año a partir de acti-
vidades domésticas, residuos urbanos sólidos y líquidos,
producción animal, industrias de alimentos, aserraderos
y gran variedad de industrias orgánicas. Estos desechos
no constituyen un problema ambiental solamente  en las
ciudades, en efecto, la agricultura intensiva es fuente im-
portante de desechos orgánicos.

Stevenson y Cole (1999) señalan que en los estados Uni-
dos, los animales de granja acumulan 10 veces más resi-
duos orgánicos que los habitantes y que una vaca o  7
aves generan  16 veces más residuos en relación a los de
un hombre.

Cuadro 1- Constituyentes de los residuos

� Grasas, aceites, resinas, terpenos

� Carbohidratos: azúcares, almidón, hemicelulosa, celulo-
sa, poliurónidos

� Ácidos orgánicos

� Aldehídos, cetonas, alcoholes

� Lignina

� Compuestos cíclicos: fenoles, quinonas, taninos

� Alcaloides y bases orgánicas

� Proteínas, aminoácidos, aminas, otros compuestos nitro-
genados

� Enzimas, hormonas, vitaminas, pigmentos, sustancias
antibióticas

� Constituyentes minerales: fosfatos, sulfatos, carbonatos,
clorados, nitratos, sales de K, Na, Ca, Mg y microelemen-
tos

Muchos residuos orgánicos constituyen fuentes potencia-
les de nutrientes para los vegetales (N, P, K), pueden con-
tribuir positivamente a la calidad de los suelos, mejorar su
estructura, de modo que su empleo como abonos orgáni-
cos resulta una práctica útil para la sociedad por su bajo
costo, estimulación de la fertilidad y producción agrícola y
mejora de la calidad de las aguas, evitando su vertido en
las mismas.
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Figura 8 -  Principales grupos de actinomicetes

1. Streptomycetaceae: las hifas usualmente fragmentan,
micelio aéreo extensivo y cadenas de esporas con 5-50
o más conidios por cadena. Géneros típicos: Streptomy-

ces, Microellobosporia, Sporichthya.

2.  Nocardiaceae: hifas típicamente fragmentadas para
dar pequeñas esporas.

3. Micromonosporaceae: hifas que no se fragmentan,
los conidios se presentan solos, en pares, o en cortas
cadenas. Géneros: Micromonospora, Microbispora, Mi-

cropolyspora, Thermomonospora, Thermoactinomyces,

Actinobifida.

4. Actinoplanaceae: esporas en esporangios, diámetro
de la hifa 0,2- 2 mu. Géneros: Streptosporangium, Acti-

noplanes, Planibispora, Dactylosporangium.

5. Dermatophilaceae: los fragmentos de hifas se dividen
para dar gran número de estructuras redondas, móvi-
les. Género: Geodermatophilus.

6. Frankiaceae: habitan nódulos radicales en ciertas no-
leguminosas. Se han logrado reproducir fuera del hués-
ped. Género: Frankia

7. Actinomycetaceae: no forman verdadero micelio, co-
múnmente anaerobias facultativas. Género: Actinomyces.

De los numerosos géneros de euactinomicetes, el más am-
plio es Streptomyces, que pueden representar más del 70-
90% de las colonias desarrolladas en medio sólido. Son
muy abundantes en el suelo, al cual le confieren el olor ca-
racterístico a tierra húmeda, atribuible a sustancias voláti-

les que producen. Este grupo ha adquirido importancia eco-
nómica, por el gran número de antibióticos formados como
metabolitos secundarios. Las esporas tienen rol reproducti-
vo y son diseminadas por el aire o el agua. Thermoacti-

nomyces produce esporas extremadamente resistentes al
calor, similares a las endosporas  de las bacterias típicas y
la temperatura máxima de crecimiento es de 65-68ºC. Son
activos en compostajes (capítulo 21), o abonos.

Los representantes del género Frankia se asocian simbióti-
camente  a especies de no-leguminosas (capítulos 11 y 15).

Actividades y ecología
� la densidad de este grupo en el suelo es por lo general

de 3 a 15 veces menor que la de las bacterias, domi-
nando sobre todo los géneros Streptomyces y Nocardia

(Dommergues, Mangenot, 1970)

� la mayoría de las especies son mesófilas (óptimo 25-
30ºC, aunque hay especies termófilas

� abundan en suelos de pH 6,8-8,0 y sólo excepcional-
mente en suelos de pH inferior a 5,0. Esta sensibilidad
a pH ácidos es empleada en el control de organismos
fitopatógenos

� si la humedad es abundante y la temperatura no muy
elevada, se los encuentra en forma vegetativa

� en condiciones extremas de desecación y/o altas tem-
peraturas, dominan en forma de conidios

� dominan en suelos alcalinos

� disminuyen con la profundidad, aunque el porcentaje
de actinomicetes en relación a la microflora total au-
menta con la profundidad y constituyen gran proporción
de la población en horizontes inferiores

� disminuyen con la inundación (la mayoría son aerobios)

� por su capacidad para sobrevivir en condiciones desfa-
vorables, constituyen uno de los grupos más distribui-
dos en los suelos

Funciones
� Degradación de compuestos resistentes: responden al

agregado de materiales carbonados varias semanas más
tarde, pues son débiles competidores frente a bacterias y

              Termoactinomyces                   Micropolyspora

Microeliobosporia                Nocardia

Dactylosporangium

Streptosporangium
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Muchos residuos orgánicos (estiércol, residuos de co-
sechas, abonos animales, aguas servidas), se emplean
directamente como abonos en el suelo, pero se seña-
lan numerosas limitaciones a esta práctica que se re-
sumen:

* Son en general  fertilizantes de baja concentración en N,
P, K, etc. , de composición variable, con alto contenido
de agua. Los gastos de transporte son en general, su-
periores a su valor como fertilizante. La aplicación debe
separase de la siembra a los efectos de permitir la eli-
minación del exceso de agua del abono.

* La concentración de nutrientes, sales solubles, micronu-
trientes y agua varía mucho de un lugar a otro y rara-
mente son analizados antes de su empleo. Resulta difí-
cil recomendar una dosis correcta.

* Las sales solubles pueden causar problemas de lavado
de nitratos hacia aguas subsuperficiales, sobretodo en
cultivos irrigados,

* Muchos residuos pueden contener metales pesados
y/o compuestos orgánicos sintéticos que pueden acu-
mularse en los suelos a niveles tóxicos para los ve-
getales. Muchos vegetales no sufren daños visibles
pero acumulan estas sustancias tóxicas en sus teji-
dos y se convierten en peligro para el consumo hu-
mano. Las aplicaciones repetidas de abonos orgáni-
cos y aguas servidas al suelo pueden incrementar
los niveles de As, Cd, Cr, Hg, Mo, Pb, Ni, Se y Zn.
Muchos están ligados a la materia orgánica y son
liberados a formas asimilables a medida que el res-
tos es degradado en períodos de varios años. Exis-
ten diferencias entre países sobre los niveles acep-
tables de metales tóxicos en los productos aplicados
al suelo.

* Residuos de la producción avícola y animales no rumian-
tes contienen bacterias, virus y otros patógenos peli-
grosos para la salud humana cuando entran en la cade-
na alimenticia. La mayoría de ellos muere cuando los
restos o aguas son pretratadas en lagunas u oxidadas
biológicamente. E. coli, habitante normal del intestino
humano es una bacteria indicadora de la calidad de los
residuos y aguas, ya que no se encuentra en general

en residuos pretratados. Su población en aguas trata-
das, en compostajes, debe ser menor a 1000 organis-
mos/g o por mL para que el material se considere apto
para su aplicación.

* Los olores y otros inconvenientes crean conflictos entre
los productores y la población que se resiste muchas
veces a reconocer que los riesgos pueden minimizarse
en sistemas de manejo apropiados.

*  Finalmente, debe requerirse un monitoreo de la calidad
de los cultivos y del agua por parte de agencias  de
protección ambiental. Este requerimiento agrega un
costo adicional a la producción y no está disponible en
muchos países. La polución potencial de un resto orgá-
nico en los causes de agua se expresa usualmente en
términos de:

DBO= demanda biológica de oxígeno, la cantidad  de O
2

consumido por oxidación microbiana en 5 días de incuba-
ción. Esta medida informa sobre la concentración de com-
puestos orgánicos rápidamente degradables  y formas
reducidas de N y S (NH

3
 y HS

_
)

DQO= demanda química de oxígeno, es una medida de
las sustancias orgánicas e inorgánicas oxidables totales
que se estima por oxidación química con solución de di-
cromato de potasio y ácido sulfúrico. Es menos empleada
que la DBO.

Si un  residuo orgánico con alta DBO se introduce en el
agua en gran cantidad, el contenido de O

2
 de la misma se

reducirá a niveles que impedirán la vida de los peces (re-
quieren unos 5mg/L de O

2
 disuelto para sobrevivir) y otros

organismos acuáticos.

Aguas con valores de DBO de  1mg/L (1mg/L de O
2
 se

consumen en 5 días de incubación) se consideran de
alta calidad, valores de DBO de 5 indican pureza dudo-
sa. Se considera inadecuada la entrada de corrientes
de agua a arroyos o ríos con una DBO de más de 20mg/
L. La DBO de los residuos animales y la de los efluentes
de la industria de procesamiento de alimentos es muy
alta (más de 10.000 en tambos) y ejercen efectos muy
perjudiciales en la comunidad acuática y en la calidad
del agua.
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destapar cañerías, etc. Otros producen antibióticos y al-
gunos son reconocidos en el control biológico de enfer-
medades vegetales y como bioinsecticidas.

Clostridium, con numerosos representantes anaerobios
que incluyen especies benéficas, fijadoras de N

2
, por ejem-

plo y otros patógenos como C. tetanii, C. botulinicum, etc.
(cuadro 10 y figura 7)

Cuadro 10- Características de los géneros
Bacillus y Clostridium

Aerobios o facultativos Anaerobios

Ej. Bacillus Ej. Clostridium

Endosporas resistentes Endosporas, resistentes a tempe-
ratura, desecación, radiaciones

Son anaerobios facultativos Común en suelos

B. anthracis patógeno a humanos Producen poderosas toxinas
    y animales

B. subtilis y B. polymyxa productores Causantes de tétanos, botulismo,
    de antibióticos gangrena gaseosa

B. thuringiensis control biológico Se usan para producir butanol por
    de insectos fermentación

Biodegradadores, producción Algunos fijan N2

    de enzimas

Muchas especies son productoras
    de enzimas de interés:
    hidrolasas, lipasas

Figura 7- Izquierda: Clostridium spp. Nótese dos
mecanismos de resistencia: endosporas terminales y cápsula.

Coloración negativa, cultivo líquido en gota de tinta china.
Derecha: Bacillus thuringensis con espora (e) y vecina a

ella, la proteína tóxica (p).

El cuadro 11 esquematiza otra importante función de es-
pecies de Bacillus, que es la lucha biológica, en este
caso contra larvas de insectos, sensibles a una podero-
sa toxina que se sintetiza junto a la espora bacteriana.
Se ha logrado clonar este péptido y se ha incluido en
vegetales, que se convierten en resistentes a insectos
(arroz, maíz, etc. Bt, que presenta incluido genes con
efecto insecticida).

Cuadro11- Insecticidas microbianos

Bacillus popillae y Bacillus  thuringiensis

Esporulados, flagelos perítricos

Producen toxinas y un cuerpo paraesporal: proteína tóxica
que en el intestino de los insectos produce parálisis de
las larvas

Se utilizan como esporas muertas por calor en cultivos ve-
getales

Actinomicetes
Las bacterias verdaderas se diferencian marcadamente
de los hongos filamentosos. Los actinomicetes se encuen-
tran entre ambos grupos, aunque pertenecen formalmen-
te a las bacterias, al orden Actinomycetales y son orga-
nismos Gram positivos, de estructura vegetativa de tipo
miceliar desarrollo confinado sólo a bacterias Gram posi-
tivas. Algunos de estos organismos, los Euactinomice-

tes, se desarrollan sólo en estado miceliar, reproducién-
dose por formación de esporas unicelulares diferencia-
das en el extremo de la hifa.

En un segundo grupo, el de los Proactinomicetes, el
desarrollo miceliar es transitorio, no se producen esporas
y la reproducción ocurre primariamente por fragmentacióm
miceliar en células cortas de tipo bacilar.

Los euactinomicetes: los ambientes naturales contie-
nen una gran población, que se agrupan en pocas fami-
lias (figura 8).

e

p
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Los tratamientos previos a que somete estos productos
(compostaje, biodegradación anaerobia, etc.) bajan con-
siderablemente estos valores ya que la degradación de la
fracción más fácilmente atacada estabiliza a estos resi-
duos.

Sin embargo, a pesar de estas consideraciones, en mu-
chos establecimientos rurales se aplican los abonos or-
gánicos y residuos de agroindustrias directamente en el
suelo. Se recomienda tener en cuenta:

� incrementar de la calidad de los abonos orgánicos para
hacerlos más competitivos en relación a los fertilizantes
químicos, por un adecuado control de calidad, disminu-
ción en la concentración de sales y elementos traza en
las raciones, mejorar la presentación física de los mis-
mos.

� efectuar recomendaciones adecuadas a los producto-
res para su aplicación correcta

El cuadro 2 (publicado por Stevenson y Cole, 1999) mues-
tra el contenido promedio de nutrientes en estiércol de 23
establecimientos de cría de ganado (la humedad varió
entre 21 y 54%).

Cuadro 2- Nutrientes en estiércol de ganado
vacuno

Nutriente Rango % kg/ton

N 1,16-1,96 1,34 13,4

P 0,32-0,85 0,53 5,3

K 0,75-2,35 1,50 15

Na 0,29-1,43 0,74 7,4

Ca 0,81-1,75 1,30 13

Mg 0,32-0,66 0,50 5,0

Fe 0,09-0,55 0,21 2,1

Zn 0,005-0,012 0,009 0,09

De estos datos se puede calcular que la aplicación anual
de 40 toneladas de abono por hectárea agrega 540kgN/ha
y considerando que un cultivo de maíz con rendimiento de
4.600kg/ha removerá unos 180kgN/ha (aproximadamente

1/3 de la cantidad aplicada), el resto del N aportado por el
abono puede ser lavado y ocasionar contaminaciones. Si
se procediera racionalmente se necesitaría un área de suelo
tres veces superior para dispersar este abono.

Este es un ejemplo de las discordias entre la protección
del ambiente y la práctica de disponer de suelos para las
grandes cantidades de residuos generados por la activi-
dad del hombre.

Tratamiento de los residuos
Complejos sistemas microbiológicos que transforman es-
tos residuos resultantes de la actividad humana y que pue-
den llegar a provocar graves problemas de contamina-
ción, se desarrollaron a lo largo de miles de años, sobre-
todo en el suelo. Como en general,  la tasa de degrada-
ción de residuos orgánicos es extremadamente inferior a
su tasa de generación, y además, muchos de los resi-
duos no son productos naturales, el hombre se ve obliga-
do a su tratamiento en el campo, donde se producen, o en
plantas con reactores, especialmente diseñados.

Los tratamientos a que son sometidos los residuos se
pueden agrupar en:

� físicos: transformaciones termoquímicas, pirólisis (al-
tas temperaturas)

� químicos: hidrólisis ácida o alcalina

� biológicos y enzimáticos: fermentaciones, enriqueci-
miento proteíco para forrajes, hidrólisis enzimática

El cuadro 3 resume estos procesos.

Los objetivos en el tratamiento de los residuos son varios:

� disminuir la carga contaminante (ejemplo: tratamien-
tos de grandes volúmenes de estiércol en la industria le-
chera)

� aprovechar los restos como fuente de energía (pro-
ducción de etanol, H

2
, metano)

� obtener moléculas de interés (producción de proteí-
nas celulares)



365Microbiología: básica, ambiental y agrícola

Los medios de cultivo empleados son:
 (líquidos y sólidos
(sintéticos, semisintéticos, naturales

El hongo más cultivado es sin duda el Agaricus bisporus,
cuyo inóculo se propaga en botellas con medio rico en
sustancias orgánicas, en general con semillas que facili-
tan la adhesión del micelio  a superficies y liberan ade-
más sustratos orgánicos.

La propagación se realiza en lugares apropiados, tipo só-
tanos o galpones oscuros y con control de humedad y
temperatura. La cama de siembra consiste, en general,
en materiales como pajas, con suelo, estiércol. Pueden
usarse grandes bolsas de plástico, colgadas en forma
vertical. Luego de varias semanas comienzan a verse los
cuerpos fructíferos, que se colectan  y conservan frescos
hasta su envío al mercado.

Otro hongo muy empleado es el Lentinus edulus, conoci-
do como shiitake (figura 5). Es un hongo degradador de
celulosa que se cultiva en troncos humedecidos o sobre
aserrín. El inóculo se deposita en pequeños orificios de la
madera y aproximadamente luego de un año, produce las
fructificaciones, más sabrosas que las de Agaricus y de
mayor precio.

Otro hongo de fácil propagación son las numerosas va-
riantes de Pleurotus, típico hongo de sombrero de color
pardo, gris, amarillo y rosado.

La figura 6 esquematiza el cultivo de hongos comestibles.
Los cultivos se adquieren en forma de micelio, el que se
conserva en frascos con granos y medio de cultivo. El
micelio se propaga intensamente alrededor de los granos
aprovechando liberación de sustancias orgánicas.

El cultivo puede realizarse en distintos dispositivos, como
estanterías con cama de materiales ligno-celulósicos  (pa-
jas, aserrín, madera), o en bolsas de plástico colgadas a
la sombra, a las cuales se les efectúan orificios a los efec-
tos de que salgan al exterior los carpóforos y se puedan
cosechar.

El ambiente se mantiene a una humedad adecuada, sin
luz directa.

Figura 5- Hongos comestibles: Lentinus edulus, shiitaki
(izquierda) y Agaricus bisporus (derecha)

Figura 6- Esquema en la producción de hongos comestibles

Otros microorganismos con interés industrial

Bacilos Gram positivos
Numerosas especies de bacilos Gram positivos son em-
pleados por el hombre. Los aerobios o anaerobios facul-
tativos del género Bacillus son importantes productores
de enzimas (hidrolasas, lipasas) muy empleadas en la in-
dustria en productos para quitar manchas en la ropa, para

Medio estéril

Aislamiento

Esterilización

Inoculación medio
de granos

Inoculación del soporte En
madera

En bandejas

En el suelo

Cultivos en bolsas
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� producir alimentos (cultivo de hongos, proteínas mi-
crobianas, lombrices)

Cuadro 3- Procesos empleados en la
biodegradación de residuos

Biológicos No biológicos

Orgánicos Orgánicos

biogás, proteínas unice- incineración, fabricación
lulares, etanol de ladrillos

Inorgánicos Inorgánicos

lixiviación bacteriana, nitrifi- reciclaje de minerales
cación-desnitrificación

El tratamiento de un residuo puede conducir a más de un
objetivo, por ejemplo, el compostaje de restos del tambo dismi-
nuye la carga contaminante y se logra un sólido estabilizado
empleado como fertilizante. La biodegradación anaerobia
además de disminuir la contaminación ambiental, produce
energía (CH

4
) y un  residuo  empleado como fertilizante.

Procesos biológicos

En los residuos orgánicos derivados de vegetales, el com-
plejo lignocelulósico es el más lentamente degradable en
procesos aerobios o anaerobios.

Fermentaciones CO
2
, ácidos,

alcoholes, H
2
, H

2
O

biomasa microbiana
Complejo lignocelulósico energía

Respiraciones CO
2
, H

2
O, CH

4
, biomasa,

microbiana, material
bioestabilizado, energía

Comparación de procesos de biodegradación ae-
robia y anaerobia de residuos

A. Residuos orgánicos
� residuos de cosechas, como cáscara y pajas de cerea-

les, aserrín, de alto contenido en lignocelulosa

En aerobiosis ocurren procesos de respiración:

C6H12O6          6CO2 + 6 H2O + biomasa microbiana  ∆Gº= -2828 Kj/ mol/glucosa

100%                   60%               40%

Como se aprecia, la alta eficiencia en la asimilación del C
conduce a la producción de gran volumen de biomasa

microbiana. Los residuos son removidos, pero el trata-
miento de efluentes contaminados con materia orgánica
requiere grandes superficies (lagunas) y queda un gran
volumen de barros (biomasa microbiana, residuos lig-

nocelulósicos sólidos), que requieren nuevos tratamien-
tos, en general, uno anaerobio.

En anaerobiosis ocurren fermentaciones y respiraciones
anaerobias:

C
6
H

12
O

6
            3 CH

4
 + 3CO

2
 + biomasa microbiana

  l00%            45%     45% 10%      ∆Gº= -394 Kj/mol glucosa

Los residuos son removidos en forma incompleta, queda
amonio, SH

2
, ácidos grasos, que hacen necesario un tra-

tamiento aerobio posterior. Son, por el contrario, proce-
sos de bajo costo que emplean pequeños reactores y ori-
ginan pocos barros (residuos de biomasa y materiales lig-
nocelulósicos no atacados).

B. Residuos inorgánicos

� compuestos nitrogenados

en aerobiosis            NH
4

+ + O
2
           NO

2

_

 
         NO

3

_

en anaerobiosis        NO
3

_
   + e

_
 + H+          N

2
+ N

2
O

El ciclo de nitrificación y desnitrificación asegura la elimina-
ción del N de los ecosistemas hacia la atmósfera, en for-
ma de gases.

� compuestos con azufre

en aerobiosis       Sº, S=           SO
4
=

en anaerobiosis     SO
4
= + e

_ 
+ H

+
          H

2
S

        + Me         SMe
        (metales)

(SO
4

=
 
reducción)               (precipitado, por ejemplo como  S Fe, negro)

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤
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en los mecanismos de regulación de los metabolismos
específicos de biosíntesis y por lo tanto, excretan gran-
des cantidades de algunos aminoácidos al medio. Este
ejemplo constituye una importante aplicación de un pro-
ceso microbiano.

Uso de bacterias del ácido acético

Es conocida la acidificación que sufren bebidas alcohóli-
cas expuestas al aire. Se oxida el etanol a ácido acético,
por bacterias estrictamente aerobias. De aquí deriva la
industria del vinagre, que permanece bastante empírica,
la conversión lleva varias semanas y la limitante del pro-
ceso es la lenta difusión del aire en el líquido (gruesa pe-
lícula superficial de bacterias), se airea y regula la tempe-
ratura pero no es microbiológicamente controlado. Actual-
mente se produce vinagre en grandes fermentadores con
circulación de líquido y aireación.

Esta oxidación es un ejemplo de respiración aerobia in-
completa, realizada por representantes de los géneros
Acetobacter y Gluconobacter, que no presentan las enzi-
mas del ciclo de los ácidos tricarboxílicos  funcionales, de
modo que se acumula acetil-coA y ácido acético.

Otras bacterias con defectos enzimáticos que no les per-
miten completar las fermentaciones o respiraciones, son
muy usadas en industria, en efecto, el ácido glucurónico
(uso farmacéutico) se produce por oxidación de la gluco-
sa por bacterias acéticas. Muchos azúcares alcoholes son
convertidos en los azúcares por estas bacterias (sorbosa
del sorbitol).

Los hongos comestibles

Varias clases de hongos se emplean como fuentes de ali-
mento humano, de los cuales los más importantes son las
setas, grandes cuerpos de fructificación de hongos fila-
mentosos. Durante la mayor parte de su ciclo de vida, las
setas o champiñones como se les denomina a  los hon-
gos comestibles crecen en forma de micelio en suelo,
mantillos, vegetales en descomposición, pero cuando las
condiciones son favorables, por la humedad, temperatu-
ra, desarrollan los cuerpos de fructificación, visibles a sim-

ple vista si son externos (hongos de sombrero) o subte-
rráneos, como los hipogeos, globulosos, como las trufas.
Estos hongos son cosechados, produciéndose sucesivos
ciclos sobre sustratos lignocelulósicos (rastrojos, made-
ras) complementados con nutrientes. No se emplean me-
dios ricos para evitar el desarrollo de hongos contaminan-
tes saprofitas.

Hongos hipógeos globulosos como las trufas, son muy
codiciadas por su sabor y aroma particular, pero su culti-
vo requiere suelos alcalinos y están muy asociados a las
encinas, en España.

Muchos de estos hongos son además ectomicorrícicos,
de modo que el productor forestal los recoge en la vecin-
dad de los árboles, como pino, eucalipto, roble.

El cuadro 10 resume la composición química de dos hon-
gos comestibles. Se aprecia que no son ricos en proteí-
nas, pero por su buen sabor, minerales, bajo tenor graso,
han sido incorporados al régimen alimenticio en los últi-
mos tiempos.

Cuadro 10- Componentes nutricionales en
algunos hongos

Agaricus sp Pleurotus sp

mg (%) mg (%)

calorías 24 27

grasa 0 0

sodio 0 0

hidratos de carbono 15,5% 3,2%
fibra 0mg 0mg

proteinas 2,4% 3,2%

vitA 0% menos 2%

vitC 2,4% 2%
Ca 0% menos 2%

Fe 2,4% menos 2%

Aislamiento, propagación de hongos comestibles
El aislamiento puede ser:

directo   (esporas, micelio, carpóforos
indirecto (empleo de cámaras húmedas
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tratamiento anaerobio donde ocurren respiraciones anae-
robias que aseguran la pérdida de estos elementos a la
atmósfera.

Restos sólidos

Compostaje
Compostaje es el término que se usa para designar la
degradación aeróbica y termófila de materiales orgáni-
cos de diferente origen, en estado sólido, realizado por
comunidades microbianas quimioheterotróficas existentes
en los propios residuos, bajo condiciones controladas del
que se obtiene un producto estable, el compost, que pue-
de ser utilizado como fertilizante. Debería traducirse el
término compost por compuesto, pero lamentablemente
se continúa con la denominación inglesa la que es usada
también en otros idiomas.

Ventajas del compostaje
Si los residuos orgánicos son enterrados pueden impac-
tar al ambiente. El agua que percola a través del residuo
puede lixiviar sustancias hacia las aguas subterráneas.
Se produce metano como consecuencia de la degrada-
ción de la materia orgánica en ausencia de aire, gas con
importante efecto invernadero,  30 veces más perjudicial
que el dióxido de carbono.

* El compostaje remueve una gran parte de los sustratos
orgánicos biodegradables de los residuos y reduce el
tiempo de biodegradación en relación a los procesos
anaerobios, con liberación de menor cantidad de gases
y menos pérdidas por lixiviado.

* Se disminuye el volumen, peso o tenor de humedad, en
relación al material original, lo que facilita el
almacenamiento, transporte y empleo del residuo

* El compost puede colaborar con el control de enferme-
dades de las plantas y reducir las pérdidas en las cose-
chas en agricultura y horticultura.

* El agregado de compost a los suelos evita la disminu-
ción de la materia orgánica, contribuyendo a la fijación
del carbono en los mismos. La producción de compost

y su incorporación al suelo superficial crea un reservo-

 ➤

 ➤  ➤

 ➤

CH
4

N
2

Efluentes en
anaerobiosis

Biodiscos aireados

Efluentes en
anaerobiosis

Reactor
metanogénico

Reactor
desnitrificante

Reactor
nitrificante

� compuestos con fósforo

en aerobiosis       Pi + poli-PO
4
-3             poli-PO

4
-3(n+1)

en anaerobiosis     poli-PO
4
-3 (n+1)          poli-PO

4
-3 + Pi

� metales pesados

en anaerobiosis SO
4
= +  8H+          S= +  Me++       SMe que  precipita

Biodegradación aerobia de residuos
orgánicos

Restos con alto contenido de agua
Los residuos pueden contener alto nivel de agua, como
por ejemplo los efluentes de la industria láctea, aguas
servidas, etc. Su tratamiento se realiza en forma  conti-
nua, en dispositivos tipo piletas, que dependen de la
difusión natural del aire que se mezcla con las aguas a
tratar por corrientes térmicas o producidas por el vien-
to. En algunos casos se utilizan aireadores mecáni-
cos, que incrementan la difusión del aire atmosférico
en el agua y aseguran vigoroso crecimiento de las bac-
terias aerobias.

Figura 1- Esquema de usina de tratamiento de aguas
residuales

Las aguas vertidas por industrias, establecimientos agro-
pecuarios se tratan más aceleradamente en reactores.
En la figura 1 se esquematiza un modelo donde primero
el proceso es anaerobio, se pierde metano y N

2
. Luego

el proceso es aerobio y los compuestos reducidos de N
y S se transforman en nitratos y sulfatos, que vuelven al
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tes a antibióticos, se convierten en serios problemas. La
prevención de esas afecciones antes de que ocurran es
la mejor alternativa y los probióticos constituyen una aproxi-
mación natural como barreras frente a las infecciones mi-
crobianas. También contribuyen a reducir el riesgo de cier-
tas enfermedades ocasionadas por diarreas y alergias en
niños.

Cómo funcionan los probióticos
Los humanos, como todos los animales contienen mu-
chos tipos y altos números de microorganismos en la piel,
boca, tractos gastrointestinal y vaginal, En efecto, se ha
considerado que existen más microorganismos asociados
al cuerpo humano, del orden de 1014, que de células pro-
pias (del orden de  1013). Además del gran número de
bacterias es necesario tener en cuenta su gran diversi-
dad. Se estimó que más de 400 especies diferentes se
encuentran en nuestro cuerpo.

Teniendo este hecho en consideración, no es sorpren-
dente que los microorganismos hayan ejercido un im-
portante rol en la salud humana.  La mayoría de ellos no
son patógenas y de hecho contribuyen positivamente al
normal desarrollo. Pero algunas de estas bacterias pue-
den tener efectos negativos, por lo que resulta impor-
tante que el balance microbiano se mantenga a favor de
las benéficas.

Se ha reconocido que individuos con una amplia flora in-
testinal de bacterias benéficas están en mejores condi-
ciones para limitar el desarrollo de bacterias patógenas.
Lactobacilos  y bifidobacterias mantienen un balance sa-
ludable de la flora intestinal por la producción de com-
puestos orgánicos, como el ácido láctico, peróxido de hi-
drógeno y ácido acético, que incrementan la acidez del
intestino e inhiben la reproducción de muchas bacterias
perjudiciales. Estas bacterias probióticas también produ-
cen  bacteriocinas, con efecto antibiótico.

Producción de levaduras a partir de deriva-
dos del petróleo

Por su rápido crecimiento, alto contenido proteico y ca-
pacidad para emplear sustratos carbonados de bajo cos-
to, los microorganismos constituyen una importante fuen-

te de alimento. Existe  una industria basada en el cultivo
de levaduras para uso como suplemento en alimento
animal. Se usan levaduras estrictamente aerobias, como
las del género Candida en lugar de las fermentativas,
para lograr maximizar el crecimiento en condiciones de
aireación forzada.

En general se buscan los sustratos más económicos, pri-
meramente se emplearon melazas (sub producto de la
refinación del azúcar) y residuos de cosechas. Actual-
mente se emplean derivados del petróleo, parafinas y
moléculas de varios carbonos, adicionados de sales inor-
gánicas. Esta línea de elaboración de proteínas microbia-
nas se denomina PP (producción de proteínas) y las plan-
tas se instalan en las industrias petroleras, que abaste-
cen con las fuentes de carbono.

Existen unidades industriales en países petroleros para el
cultivo de Candida lipolytica en emulsión acuosa de pe-
tróleo crudo (la levadura puede oxidar hidrocarburos ali-
fáticos de cadena larga, de C

12
 a C

18
). El petróleo que

queda es más fácilmente refinado.

Otro sustrato potencial es el gas metano, derivado de la
industria petroquímica. Las velocidades de crecimiento
son relativamente lentas en las bacterias oxidantes del
metano y tienen tendencia a acumular mucílagos extra-
celulares.

Otro microorganismos muy empleado como suplemento
proteico es la cianobacteria Spirulina, que es empleada
como alimento en Africa y se vende en polvo o en forma
de pastel seco en comercios de alimentos de Estados
Unidos de América.

Producción de aminoácidos específicos

Las proteínas sintetizadas por los microorganismos son
deficientes en ciertos aminoácidos requeridos por |os
mamíferos. Las proteínas vegetales carecen también de
estas sustancias: la de trigo es baja en lisina, la de arroz,
en lisina y treonina. La suplementación con estos ami-
noácidos es práctica corriente y la producción microbiana
de aminoácidos específicos ha sido muy estudiada. Mu-
chas cepas microbianas o sus mutantes son defectivas
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rio potencial de carbono. Su aplicación al suelo puede
economizar la aplicación de nutrientes, vía los fertilizan-
tes sintéticos.

* El compost puede reemplazar a la turba como medio de
crecimiento para plantines en viveros forestales y hortí-
colas.

* También puede reducir la necesidad de encalado al ejer-
cer efecto tampón contra las caídas del pH.

* Esta tecnología presenta costos competitivos con otras
tecnologías de manejo de residuos (físicos, químicos).

* Se  reduce la cantidad de restos producidos por la socie-
dad y satisface la necesidad de obtener rellenos para el
suelo y macetas (viveros).

* Constituye una técnica para obtener la estabilización de
la materia orgánica en forma rápida y en condiciones
que no provocan inmovilización del nitrógeno en el sue-
lo al ser aplicado. Al mineralizarse provee en forma len-
ta, los nutrientes que las plantas necesitan.

En la naturaleza esta estabilización se da en tiempo inde-
terminado, de acuerdo a las condiciones que encuentra el
sustrato.

Otras ventajas son:
� reducción de costos en la remoción de nitratos del agua

� reducción de la susceptibilidad a la erosión del suelo

� reducción de los requerimientos de riego

Inconvenientes del compostaje
* En el compostaje ocurren emisiones (lixiviado, olores,

aerosoles con microorganismos y polvo) y cuando se
realiza en instalaciones centralizadas de gran escala,
el proceso consume energía

* Algunos herbicidas, no son destruidos por el compostaje
y pueden dañar los cultivos. Estos herbicidas son usa-
dos sobre malezas y pueden pasar a través del tracto
digestivo de los animales, depositándose en las camas
de paja y estiércol, que pueden ser  luego compostados

* Contaminantes orgánicos persistentes (COP) se encuen-
tran en menor concentración en el compost de bioresi-
duos y de residuos de poda en relación a los que se
acumulan a partir de residuos sólidos urbanos (RSU)

* La presencia de plásticos en los residuos está desafian-
do los sistemas industriales del bioproceso ya que las
partículas pequeñas pueden permanecer en el compost

aún después de repetidos tamizados

Proceso de compostaje

Es un proceso microbiológico realizado en la naturaleza
por organismos nativos: bacterias, hongos y actinomice-
tes, principalmente, actuando en sucesión de predominan-
cia, según la influencia de factores, como la composición
química del material original, su relación C/N, humedad,
aireación, temperatura, pH.

Los primeros sustratos atacados son hidratos de carbono
simples, proteínas, compuestos solubles en alcohol y otros
solventes orgánicos (ceras, grasas, cutinas).

La fracción ligno-celulósica no es degradada en su totali-
dad y se mezcla con la biomasa microbiana en el produc-
to final.

Involucra 3 etapas:
� pre-proceso

� biodegradación

� maduración

Pre-proceso puede incluir solamente la molienda y pul-
verización (residuos de parques y jardines) o puede re-
querir tratamientos más complejos para remover conta-
minantes. El tamizado separa partículas según su tama-
ño. Las máquinas separan papel, plásticos y otros consti-
tuyentes no deseados de la materia orgánica.

Biodegradación requiere aireación en pilas o en disposi-
tivos adecuados con aireación forzada. Durante las pri-
meras semanas, la temperatura de la pila aumenta drásti-
camente debido a la energía generada por los microorga-
nismos.
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Cuadro 7- Metabolitos producidos por las
bacterias lácticas

� Productos principales: ácido láctico, CO
2
, etanol, sustan-

cias aromáticas
� Compuestos antimicrobianos: ácidos orgánicos, etanol, dia-

cetilos, H
2
O

2

� Bacteriocinas: péptidos que inhiben cepas muy relaciona-
das. Contra  patógenos como Bacillus, Clostridium, Sta-

phylococcus. Ej: la Nisina producida por Lactococcus, Aci-
dofilina por L. acidophilus activa contra E. coli, Salmonella

panama

� Texturizantes (exopolisacáridos): importantes evitando la
separación del agua (yogur). S. thermophilus productora
de 2 heteropolisacáridos con glucosa y galactosa

� Quimosina: esta importante enzima usada para la coagu-
lación de la leche en la preparación de quesos se obtiene
del estómago de terneros, pero en la actualidad se sinteti-
za a partir de numerosos microorganismos. Preparacio-
nes comerciales a partir de Lactococcus lactis, Saccha-

romyces cereviseae ,  Bacillus, Aspergillus niger, se en-
cuentran en desarrollo.

Cuadro 8- Importancia industrial de  las levaduras

* Son los microorganismos más ampliamente utilizados en
la industria

* Importancia económica:
a)  biomasa celular (para pan, cerveza, vino)
b)  componentes celulares (vitaminas, aminoácidos)
c)  productos finales de la fermentación (etanol, CO

2
)

* El proceso de producción de material celular es aeróbico

* El proceso de fermentación alcohólica es anaeróbico

Probióticos

Se definen como: alimentos suplementados con micro-

organismos viables que benefician al consumidor por

mejoramiento del balance microbiano. La FAO los de-
fine como “organismos vivos administrados en cantida-
des adecuadas que ejercen efectos benéficos en la salud
del hospedante”. Se consideran hospedantes a los ani-
males (ganado vacuno, ovino, etc.) y el hombre.  La ma-

yoría de los probióticos son bacterias, aunque algunas
levaduras, como  Saccharomyces boulardii ha sido eva-
luada como probiótica.

Un producto de estas características debe ser ante todo
seguro, efectivo y debe mantener su efectividad y poten-
cialidad hasta su consumo (cuadro 9).

Cuadro 9- Criterios para selección de probióticos

* por su habilidad de sobrevivir en el tracto gastrointestinal

* por la producción de sustancias antimicrobianas

* rápido crecimiento: bajo tempo de generación (tg) o  alta
velocidad de crecimiento (vc)

* sin efecto patógeno y con habilidad para estabilizar la mi-
croflora nativa

* habilidad de sobrevivir a bajo pH y en la presencia de bilis

La mayoría de los productos contienen bacterias de los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, a pesar de que
otros géneros como Escherichia coli, Enterococcus, Baci-

llus y Saccharomyces (levadura) han sido comercializa-
dos como probióticas.

Existe controversia sobre si las bacterias usadas como
iniciadoras en la preparación de yogur deben considerar-
se probióticas. Lactobacillus bulgaricus and Streptotoc-

cus thermophilus se usan para fermentar la leche y pre-
parar el yogur (capítulo 19). Pero estos cultivos no son
muy resistentes a las condiciones del estómago e intesti-
no delgado y generalmente no alcanzan en alto número
el tracto gastrointestinal, por lo que no pueden ejercer efec-
to probiótico. Sin embargo, estas bacterias, han incremen-
tado la digestión de la lactosa en individuos carentes de
lactasa y la respuesta inmune.

Rol de los probióticos en la salud
Por muchos años se aseguraba que los productos lác-
teos con cultivos vivos y activos, eran muy saludables. La
investigación ha confirmado algunas de estas asevera-
ciones.  Por ejemplo, la capacidad de algunas bacterias
usadas en la dieta pueden mejorar la salud, como poten-
ciar el sistema inmunitario. Algunas infecciones resisten-
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La materia orgánica se descompone más eficiente y com-
pletamente en condiciones de oxígeno disponible y a tem-
peraturas elevadas. Las proteínas liberan amoníaco y
nitratos, mientras que las grasas y carbohidratos forman
dióxido de carbono y agua, vía ácidos orgánicos. Se su-
ceden fases:

� fase mesófila, en la que predominan bacterias y hon-
gos productores de ácidos que atacan a la materia or-
gánica fácilmente degradable, generando calor que fa-
vorece el desarrollo de organismos termófilos

� fase termófila: a partir del 10o día, con la elevación de
la temperatura, comienza esta etapa y la población domi-
nante se compone de actinomicetes, bacterias y hon-
gos termófilos o termotolerantes.

Los microorganismos que crecen a  temperaturas medias
(microorganismos mesófilos) son inhibidos con el aumen-
to de la temperatura, mientras que predominan los micro-
organismos termófilos. Esta fase de alta temperatura es
importante porque destruye semillas de malezas y pató-
genos de animales y plantas y acelera las reacciones de
biodegradación.

Esta elevación de la temperatura y la consecuente altera-
ción de la flora microbiana son  influenciadas, en gran
parte, por la disponibilidad de oxígeno.

Se produce además, la inactivación de microorganismos

patógenos como coliformes, Salmonella, Streptococcus,

Aspergillus. Las pilas de compost más intensamente re-
movidas al comienzo alcanzan temperaturas más eleva-
das, hasta 75°C, mientras que las menos aireadas sólo
llegan hasta los 60°C. Las bacterias formadoras de espo-
ras sobrevivirán a estas temperaturas.

La pila se da vuelta o se airea forzadamente, para permi-
tir bajar la temperatura y además reinocular el material
con microorganismos desde la atmósfera ya que la alta
temperatura produjo disminución de microorganismos
mesófilos, por  pasteurización del sustrato. La temperatu-
ra vuelve a ascender, reiniciándose el ciclo. Las pilas se
dejan de remover y/o airear cuando la temperatura no se
eleva más, lo que indica que los sustratos fácilmente de-
gradables han sido mineralizados.

Esta etapa culmina al agotarse los nutrientes fácilmente
empleados por los microorganismos, y el compost va per-
diendo calor. La materia orgánica se ha estabilizado, acu-
mulándose aquella de lenta degradación (fracción ligno-
celulósica).

Etapa de maduración: ocurre una lenta degradación de
la materia orgánica hasta que el volumen se reduce aproxi-
madamente 50%.

El material va retornando a una nueva fase mesófila, pero
ahora con otra composición química, puesto que los nu-
trientes fácilmente atacables ya han sido consumidos por
los microorganismos. Reaparecen, hongos y bacterias
mesófilas provenientes del medio. A medida que el com-

post va tomando la temperatura ambiente pueden ser
encontrados protozoarios, nemátodos, hormigas, miriá-
podos, lombrices e insectos diversos.

La maduración involucra mayor biodegradación de com-
puestos y toma varias semanas. En esta etapa se forman
nitratos y las fitotoxinas  son degradadas. Esta es una
fase importante en el proceso y el compost inmaduro pue-
de provocar serios daños a los vegetales.

La mayoría de los compost son vendidos como mejorado-
res de suelo. Pueden ser mezclados con otros materiales
para rellenar macetas en viveros, usarse en  coberturas
en superficies deportivas y como coberturas de suelo para
sitios remediados. También pueden ser usados para re-
mediar tierras contaminadas, ayudar a prevenir la erosión
del suelo y como cobertura diaria en los sitios de disposi-
ción final de residuos. La biomasa microbiana puede
representar hasta el 25% del peso total del compost.

Microorganismos  presentes

El cuadro 4 presenta algunas de las especies identifi-
cadas.

Los hongos y actinomicetes son activos degradadores de
la celulosa y otros materiales más resistentes. Muchas
bacterias atacan la celulosa, pero hacia el final del
compostaje, cuando la temperatura disminuye, son hon-
gos y actinomicetes los que predominan. Para asegurar
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A continuación analizaremos algunos de los grupos mi-
crobianos de interés para el hombre que tienen desarrollo
industrial (cuadro 6). El tema Antibióticos es tratado en
los capítulos 4, 14 y 17.

Cuadro 6- Procesos microbianos de interés

� levaduras: panificación, bebidas alcohólicas, etanol, vi-
taminas

� bacterias lácticas: inoculantes para alimentos, leche y de-
rivados (yogur, queso, pickles)

� microorganismos como agentes probióticos: bacterias lác-
ticas

� bacterias productoras de ácidos acético (vinagre), Aceto-

bacter, Gluconobacter

� bacterias productoras de solventes: acetona, etanol, Clos-

tridium acetobutilicum, Propionibacterium

� inoculantes para la agricultura: bacterias fijadoras de N
2

(Rhizobium, Bradyrhizobium, cianobacterias, Frankia),
microorganismos para control biológico (Pseudomonas,
Thrichoderma)

� microorganismos para producir proteínas unicelulares
como alimento: levaduras, bacterias, algas

   (Candida, Spirulina)

� bioinsecticidas: Bacillus thuringensis

� microorganismos como fuente de aminoácidos, de vitami-
nas: vit B

12
, riboflavina

� producción biológica de polisacáridos: dextranos (Leuco-

nostoc), xantanos (Xanthomonas)

� virus y bacterias para preparación de vacunas

Productos de las fermentaciones

La figura 4 muestra distintas vías metabólicas que a partir
del piruvato realizan numerosos microorganismos hete-
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rótrofos (capítulo 3) y que conducen a la acumulación de
productos que han sido históricamente importantes para
el hombre:

* etanol, acetona, H
2
, ácido láctico, cítrico, propiónico,

butanodiol, ácidos orgánicos, etc.

Figura 4- Diversidad de fermentaciones

Muchos de estos productos se continúan produciendo
hoy día por vía fermentativa, a pesar de que su síntesis
química permite su obtención en la industria, ya que el
fácil aislamiento de los microorganismos responsables
y el bajo costo de los sustratos y de la tecnología reque-
rida hace que los procesos biológicos sean competitivos
desde el punto de vista económico.

Las fermentaciones láctica y alcohólica son tratadas en el
capítulo 19.

Se señalan a continuación algunos de los objetivos en la
producción de bacterias lácticas y de las levaduras (cua-
dros 7 y 8),  dos de los grupos microbianos con mayor
incidencia en la alimentación humana.
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una buena actividad de estos organismos, es necesario
mezclar los materiales en forma frecuente.

Cuadro 4 - Principales microorganismos aislados
de un compost

Bacterias Actinomicetes

Mesófilas Termotolerantes

Cellulomonas folia Micromonospora vulgaris

Chondrococcus exigus Nocardia brasiliensis

Myxococcus fulvus Streptomyces rectus

Thiobacillus thiooxidans S. thermofuscus

Thiobacillus denitrificans S. thermophillus

Aerobacter sp. S. thermoviolaceus

Proteus sp. Thermonospora fusca

Pseudomonas sp. T. glaucus

Thermoactinomyces sp.

Thermopolyspora sp.

Termófilas

Bacillus stearotermophilis

Hongos

Mesófilos Termófilos

Fusarium culmorum Aspergillus fumigatus

F. roseum Humicola insolens

Stysanus stemonitis Mucor pusillus

Coprinus cinereus Dactylomyces crustaceous

Aspergillus niger Torula thermophila

Geothricum candidum

Mucor jansseni

Son enzimas hidrolíticas extracelulares las que actúan en
la primera etapa, liberando moléculas menores, solubles
en agua. La actividad de varias enzimas ha sido monito-
reada en el proceso. La actividad celulasa desminuye la
cantidad de celulosa en un 25% en unas tres semanas.
Las actividades de lipasas, proteasas y amilasas crecen y
luego descienden  en las sucesivas etapas del composta-
je (decrecen marcadamente en la fase termófila). La des-
naturalización de enzimas se correlaciona con la muerte
del microorganismo por el calor. La recuperación del nú-
mero de microorganismos y la actividad enzimática en el
interior de la pila luego de la fase termófila se atribuyen a
la reintrodución de organismos que sobrevivieron en las
zonas externas, más frías de la pila o a partir de contami-
nación por el aire.

Inoculación

Se ha intentado seleccionar microorganismos para usarlos
como inoculante en cultivos puros o mezclas. Existen a ni-
vel comercial productos recomendados para la inoculación
de diferentes tipos de residuos. Sin embargo, los datos en-
contrados en la bibliografía señalan escasas diferencias en
el producto final entre restos inoculados y sin inocular.

Los microorganismos autóctonos, existentes en esos
materiales se encuentran en general en cantidad y cali-
dad suficiente para producir la descomposición. La airea-
ción de las pilas asegura la multiplicación de los microor-
ganismos en toda la masa.

Para que los sustratos puedan ser inoculados con éxito,
sería necesario en primer lugar esterilizarlos o pasteuri-
zarlos para luego inocularlos. La cantidad de inóculo pue-
de representar una limitante, teniendo en cuenta los gran-
des volúmenes que normalmente se procesan.

Residuos vegetales secos, como los restos de cosechas
(pajas de alta relación C/N) pobres en microorganismos
pueden ser compostados mezclándolos con estiércol de
animales, lodos o cualquier material que posea alta carga
microbiana.

Tecnología

El compostaje  puede realizarse en:

� en el campo, en pilas, al aire libre, sobre piso de tierra
o pavimentado, con o sin aireación forzada

� en silos, en digestores o usinas altamente tecnifica-

das, para el tratamiento de grandes volúmenes de sóli-
dos, como por ejemplo los residuos domiciliarios. Se
usan reactores cerrados con control de aireación, hu-
medad, temperatura y tiempo de retención. En estos
últimos, el proceso puede completarse entre 5-7 días,
mientras que en las pilas, puede llevar 3 a 8 semanas,
o más para lograr un compost adecuado

La experiencia ha demostrado que las dimensiones idea-
les para las pilas de desechos son las siguientes:
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largo: 2,5 a 3,5 m
altura: 1,5 a 1,8 m, que baja al final de 1/3 a 1/6
ancho: variable, nunca menor de 2 m

El peso disminuye de 50 a 80%, y el volumen total se
reduce entre un 20 y un 60%. La pila nunca puede ser
muy alta, porque se  corre el riesgo de que las capas su-
periores ejerzan presión sobre las inferiores, compactán-
dolas, provocando anaerobiosis y los consiguientes pro-
cesos de fermentación y putrefacción.

En cuanto a la forma, las pilas pueden tener sección trian-
gular o trapezoidal: la triangular es recomendada para estacio-
nes lluviosas, pues favorece el escurrimiento del agua, la
trapezoidal, por el contrario, facilita la infiltración del agua.

Materiales a compostar

En el cuadro 5 se observa la composición de distintos
materiales a compostar y su contenido en nitrógeno y el
cuadro 6 resumen los principales factores que afectan al
proceso de compostaje.

Cuadro 5 - Composición de residuos a compostar

Materiales %N sobre peso seco Relación C/N

Orina de animales 15-18 0.8
Sangre seca 10-14 3
Harina de cuernos 12 ND
Harina de pescado 4-10 4-5
Torta de oleaginosa 3-9 3-15
Lodos cloacales 5.5-6.5 6-10
Fangos activados 5-6 6
Harina de huesos 2-4 8
Cama de aves 4 ND
Pasturas jóvenes 2-4 12
Desechos de cervecería 3-5 15
Estiércol de cerdo 1.9 ND
Estiércol vacuno 1.0-1.8 ND
Paja de trigo 0.6 80
Hojas recién caídas 0.4-0.1 40-80
Restos de remolacha 0.3 150
Aserrín fresco 0.1 500
Papel 0 infinito

ND: No determinado.

Cuadro  6- Factores que afectan el compostaje

* Relación C/N

>30/1 = proceso lento
25-35/1 = óptimo
< 25/1 = pérdidas de nitrógeno

* Aireación

necesaria para la degradación

* Humedad

>60% = ausencia de aire: putrefacción
40-60% = óptima
< 40% = reducción de actividad microbiana
< 12% = cesa la actividad microbiana

Otros: temperatura, granulometría

Principales factores que afectan el compostaje

Relación C/N: cuando la materia prima presenta alta
relación C/N, se corrige agregando materiales ricos en
N (estiércol, camas de animales, tortas vegetales, resi-
duos de matadero, fertilizantes orgánicos nitrogenados,
etc.). Una relación ideal para un compostaje rápido se
sitúa entre 25 y 35/1.

Un compost con materiales de C/N inferior a 30/1condu-
cen a pérdidas de N como amonio, agravadas si el pH
es alcalino. En este caso, se agregan materiales ricos
en C, como pajas, para elevar la relación C/N o tierra,
arcillas o fertilizantes minerales que pueden retener el
amonio.

Al final del compostaje la mayor parte del N está en for-
ma de NO

3

–
 en solución que puede ser removido por el

agua y aprovechado por las plantas. También puede
ocurrir fijación de N

2
 atmosférico por microorganismos

especializados, en compost estabilizados, sin presencia
de N amoniacal.

Granulometría: ésta se adecúa moliendo los materiales
gruesos o agregando restos como pajas en residuos de
granulometría fina como los lodos residuales u otros sus-
tratos con tendencia a compactarse. También se pueden
agregar materiales no degradables, como esferas poro-
sas de arcillas, plástico, goma.
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pueden ser activados. Así, el cianato de potasio y el da-
lapón se hidrolizan lentamente en agua, resultando en-
tonces inefectivos como herbicidas. En suelos en am-
biente anaerobio, la degradación puede ser química y
microbiológica.

Adsorción a coloides

Son retenidos a la materia orgánica (humus) y a la frac-
ción arcilla, y los óxidos e hidróxidos de hierro y alumi-
nio juegan importante rol en suelos pobres en materia
orgánica. En escala descendente de capacidad de ad-
sorción tendríamos: humus > montmorillonita > illita >
caolinita, pero intervienen también la temperatura, el pH,
la capacidad de intercambio catiónico. Los enlaces pue-
den ser de naturaleza física (fuerzas de Van der Waals)
o electrostáticos, por puentes de hidrógeno, sobre todo
en moléculas con grupos -NH, como los fenilcarbama-
tos y las ureas sustituidas. Intervienen también enlaces
en complejos con iones metálicos, inactivándose muchas
moléculas fijadas.

Así, suelos con alto nivel de materia orgánica requie-
ren dosis relativamente mayores de la mayoría de los
herbicidas y suelos arcillosos niveles superiores a los
arenosos. Para predecir las dosis de herbicidas que es
necesario aplicar en varios tipos de suelos, se han de-
sarrollado modelos matemáticos. El nivel de materia
orgánica es uno de los parámetros del suelo que ofre-
ce las mejores correlaciones entre la adsorción de her-
bicidas y propiedades edáficas. El carbón activado, uno
de los materiales absorbentes más potentes, se em-
plea para proteger a las semillas de la acción de los
herbicidas.

Lavado

Los herbicidas de pre-emergencia que se aplican gene-
ralmente en la superficie del suelo pueden ser llevados
por el agua a capas sub-superficiales donde germinan la
mayoría de las semillas de malezas, que son así elimina-
das por estas sustancias. Las semillas grandes deben
sembrarse debajo del área de alta concentración del her-
bicida, o bien ser resistentes a ellos. El grado de lixivia-
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� conjugación o formación de complejos, por reacciones
de adición; el microorganismo combina el pesticida con
metabolitos celulares (adición de aminoácido, ácidos or-
gánicos, metilos, etc.); pueden conducir a bajar la toxi-
cidad

� activación: conversión de un producto no tóxico en
moléculas tóxicas: preparaciones comerciales, como el
herbicida 4 (2,4-DB) que en el suelo se transforma en
metabolito tóxico para malezas (2,4-D)

� cambio en espectro de toxicidad: sustancias espe-
cíficas para un grupo de organismos, se metabolizan
y dan productos que inhiben a otros organismos, como
la conversión en el suelo del fungicida pentacloro ben-
zol en ácido pentacloro benzoico, que actúa como her-
bicida

� simplificación: conversión de molécula no tóxica, que
puede convertirse en pesticida cuando es activada en-
zimáticamente, en producto no tóxico, fácilmente de-
gradado.

La figura 2 reagrupa estos conceptos en el ejemplo del
metabolismo de herbicidas fenoxialcanos.

Figura 2- Pasos iniciales en el metabolismo de herbicidas
fenoxialcanos

Descomposición química

Mediante reacciones de oxidación, reducción o hidróli-
sis se pueden degradar pesticidas, mientras que otros
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pH : el óptimo se sitúa entre 6,0 y 7,5, los vegetales pre-
sentan en general reacción ácida que se puede corregir
agregando cal, ceniza vegetal u otro producto alcalino,
evitando que el pH pase de 8,0.

Humedad: la humedad óptima para máxima eficiencia del
proceso está comprendida entre 60 a 65% en peso para
granulometrías groseras (pajas de cereales) y de 55 a 60%
para granulometrías finas (aserrín, contenido ruminal). La
humedad mínima debe ser de 40%; con humedad inferior
al 12% la actividad biológica cesa y muy altas inducen
anaerobiosis y pérdidas de nutrientes.

Se controla dentro de los límites recomendados por:

� irrigación al montar la pila, si la humedad de los resi-
duos es baja

� remover la pila para provocar evaporación si la hume-
dad es alta

La humedad se debe mantener en el entorno del 50%
durante la  fase inicial y del 30% en la fase final de
estabilización.

Aireación: es importante para que la descomposición sea
aerobia, más rápida y eficiente que la anaerobia. Su con-
trol es una de las tareas más difíciles y costosas. La con-
centración de O

2
 no debe ser inferior al 5 y 10% del volú-

men de los macroporos.

En los digestores cerrados la aireación se hace mecáni-
camente. En las pilas se produce en el mezclado o por
sistemas de aireación forzada.

Temperatura: el calor es la primera información de que el
proceso de descomposición se inició. La ausencia de ca-
lor en los primeros días indica un problema en: baja acti-
vidad microbiana, falta de O

2
 por exceso de agua o mate-

rial de granulometría muy fina. Las altas temperaturas son
consideradas deseables por el hecho de destruir semillas
de malezas y organismos patógenos, la mayoría sensi-
bles al calor.

Se produce una pasteurización del material. Las altas
temperaturas no deben extenderse mucho porque limitan

a la microflora mesófila, coagulan proteínas y provocan
pérdidas de N como amonio. La figura 2 presenta la varia-
ción más frecuente de temperatura durante las distintas
fases del compostaje.

Figura  2- Cambios en la temperatura y el pH durante el
compostaje

Calidad, análisis, estándares y mercados

La aceptación del producto final en el mercado depende
de varios elementos que incluyen: el  precio, la calidad y
consistencia del producto, además de las  garantías de que
el producto no contiene niveles no aceptables de metales
pesados, vidrio, plantas y  patógenos.

La calidad del compost se refiere a las características
físicas, químicas y biológicas, las que condicionan el im-
pacto del producto sobre el ambiente y es  resultante de
la calidad de los materiales iniciales y de la calidad del
proceso de compostaje.

Los estándares tienen en cuenta contaminantes, como
metales pesados y desde el punto de vista microbiano,
la ausencia de microorganismos patógenos. No existen
estándares reconocidos mundialmente para productos
derivados de bioresiduos; los estados miembros de la
Unión Europea y Estados Unidos de América aplican sus
propios estándares. El Uruguay, como en muchos paí-
ses, se encuentra con la necesidad de establecer nor-
mas de calidad para estos biofertilizantes producidos en
el país o importados. La madurez de los productos se
establece frecuentemente por el consumo de O

2
 o la li-

beración de CO
2
 durante su incubación. Cuanto más
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tanto son liberadas y los procesos ocurren en órganos
especializados, como el hígado

� en los microorganismos, el objeto principal es la obten-
ción de energía y muy pocas moléculas (algunos halo-
genados aromáticos usados como insecticidas) no son
atacadas por algún grupo de microorganismo, en el sue-
lo. Se propuso un esquema general sobre la acción de
los microorganismos y de procesos abiológicos, sobre
los pesticidas (cuadro 6).

Cuadro 5 - Influencia de la estructura en la
biodegradación de xenobióticos

Tipo de compuesto Más degradable Menos degradable

o sustituyentes

hidrocarburos alcanos superiores alcanos inferiores
(12 C)
alcanos alcanos de alto PM
alifáticos de alifáticos ramificados
cadenas lineales aromáticos
aromáticos mono policíclicos
y bi cíclicos aromáticos

aromáticos -OH -F
sustituídos -COOH -Cl

-NH
2

-Br
-OCH

3
-NO

2

alifáticos -Cl más 6 C -Cl menos 6 C
clorados                        desde el C terminal

Una microflora especializada es responsable de la degrada-
ción de los pesticidas mediante dos mecanismos diferentes:

I. la sustancia favorece el crecimiento y es empleada
como fuente de carbono, energía y ocasionalmente de
nitrógeno, azufre, etc. El número de especies activas
aumenta y el aislamiento se puede efectuar en medios
de cultivo en donde el pesticida actúa como única fuen-
te de nutrientes. Una vez que el producto es degrada-
do, la población declina

II. cometabolismo: el compuesto no actúa directamente
como fuente de nutrientes, sino que debe emplear otras,

como glucosa, por ejemplo, que al disminuir en el me-
dio inducen las enzimas necesarias para la degrada-
ción del pesticida.

Cuando el nivel de pesticida es bajo en relación a otras
fuentes de carbono, el metabolismo incidental, dentro del
cual se ubica el cometabolismo, es la forma  principal de
actividad microbiana.

Las reacciones catabólicas ocurren sobre todo cuando las
dosis de pesticidas son altas y la estructura química per-
mite su biodegradación y su uso como fuente de carbono.

Cuadro  6 - Metabolismos microbianos sobre
pesticidas

I. Enzimático

A. Metabolismo incidental: los pesticidas no se usan directamente
como fuente de energía.
    1. metabolismo por enzimas generalmente disponibles
       a. enzimas de amplio espectro (hidrolasas, oxidasas, etc.)
       b. enzimas específicas presentes en muchas especies
    2. metabolismo inducido por productos análogos  (cometabolismo)
       c. enzimas que emplean sustratos estructuralmente similares
           a los de los pesticidas.
B. Catabolismo: los pesticidas se emplean como fuente de energía
       d. pesticidas o parte de su molécula son rápidamente usados
       e. deben inducirse enzimas específicas para su degradación
C. Detoxificación.
       f. metabolismo por microorganismos resistentes

II. No enzimático

A. Participación en reacciones fotoquímicas
B. Contribución por cambios de pH
C. Por la producción de reactantes orgánicos o inorgánicos
D. Por la producción de cofactores

Procesos microbianos sobre pesticidas

Mecanismos generales de biodegradación

� detoxificación, conversión de moléculas tóxicas en no
tóxicas

� degradación, o transformación de sustancias comple-
jas en productos simples (puede ser sinónimo de mine-
ralización, con aparición de CO

2
, H

2
O, NH

3
, etc.)
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maduro está el compost menos O
2
 es consumido. Otro

test es la liberación endógena de calor: compost inma-
duro calienta a 65-70ºC en dos o tres días, uno maduro
no eleva la temperatura a más de 30ºC. No debe conte-
ner fitotoxinas u otros inhibidores de la germinación de
semillas, ni metales pesados.

Se han descrito varias técnicas para evaluar la calidad de un
compost: evaluación de actividades respiratorias y enzimáti-
cas del suelo con y sin aditivos, su  relación C/N,  la presen-
cia de sustancias fitotóxicas, de metales pesados, se anali-
zan también el nivel de sustancias del tipo humus. (Anexo
práctico) y el contenido de nutrientes (cuadro 7)(Zibilske,
1998). Muchos compost son buenas fuentes de nutientes para
los cultivos, con cantidades apropiadas de N, P, S, etc.

Estos productos difieren de los fertilizantes inorgánicos
en que los compost requieren degradación microbiana
para liberar la mayoría de sus nutrientes y ponerlos a
disposición de los vegetales. En los análisis de calidad
se incluye entonces su facilidad de mineralización. Es
necesario esta determinación a los efectos de determi-
nar las dosis a aplicar. Muchas veces estos productos
se acompañan con fertilizantes químicos a los efectos
de brindar nutrientes a los vegetales desde su aplica-
ción.

En promedio, un 10% del compost se mineraliza en el
primer año de aplicación, luego esta tasa cae a 1 a 3%,
asemejándose a la degradación de la materia orgánica

nativa. Como el humus, los compost aumentan la agrega-
ción del suelo, la aireación, infiltración de agua, capaci-
dad de retención del agua y la capacidad de intercambio
catiónica.

La estabilidad del compost es una característica impor-
tante desde el punto de vista del mercado. La descom-
posición activa y continua del compost cuando se agre-
ga al suelo puede inhibir el crecimiento de las plantas
por la reducción del oxígeno y del nitrógeno disponibles
en la zona de las raíces o por la presencia de compues-
tos fitotóxicos.

En resumen: el compostaje de residuos biodegradables
es un excelente camino para reducir la cantidad de resi-
duos a ser incinerados o volcados a causes de agua, o
enterrados y la cantidad de metano liberado a la atmósfe-
ra. Es un proceso esencialmente microbiano que puede
ser controlado por los factores que afectan a los microor-
ganismos intervinientes. La falta de sustratos adecuados,
niveles de humedad o temperatura fuera de los rangos
óptimos y problemas con la difusión del oxígeno al interior
de la pila, son los factores limitantes más frecuentes en el
compostaje.

Se necesitan normas claras  para dirigir la recolección y
el tratamiento de estos residuos, además de buenos con-
troles de calidad y estándares obligatorios a los efectos
de recomendar productos de buena calidad e inocuos para
el hombre y la naturaleza.

Cuadro 7- Propiedades de algunos compost

pH humedad% densidad N% P% K%

(kg/m3)

Desechos municipales líquidos 6-6,5 20-35 772 2,21 0,97 0,27

Estiércol 5,8-7,2 34-61 304-400 0,7 0-0,03 0,02-0,36

Residuos alimenticios - 40 352 0,95 0,13-0,46 0,48-0,89

Sólidos municipales - 45 352-481 - - -
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masa microbiana, por recuentos o por la técnica de fu-
migación-incubación, recuentos de grupos microbianos

que realizan procesos de interés para el ambiente (FBN,
solubilizadores, mineralizantes, etc.), actividad enzimá-

tica: deshidrogenasas, amilasas, fosfatasas, ATPasas,
etc., procesos microbianos, como la FBN, mineraliza-
ción, oxido-reducción, son evaluados antes y después de
la incorporación de  estas sustancias.

Pesticidas en el suelo

La figura 1 presenta un esquema de las posibles vías a se-
guir por un pesticida cuando llega al suelo. Pongamos como
ejemplo el caso de la incorporación de un herbicida. Este se
puede perder por lavado, por degradación en el suelo, o ser
absorbido por los cultivos. El período en que un pesticida
persiste en el suelo es de gran importancia práctica, ya que
refleja el tiempo en que la plaga o peste estará sometida a
control, afectando también la polución del ambiente: acumu-
lación en porciones comestibles de las plantas, en corrientes
de agua, transporte a pájaros vía lombrices, etcétera.

Figura 1- Esquema del comportamiento de un pesticida en el
suelo

La persistencia en el suelo, es decir la duración de la
efectividad de un pesticida, depende de

� su composición química

� de las condiciones del medio: materia orgánica, arci-
llas, pH, humedad, tipo de suelo, etcétera.

En el efecto biológico de un pesticida (B) interviene su
concentración y la duración de su acción.

B = K i ∫cdt

Donde  c es la concentración en un momento dado (dt); K es
un factor que depende del suelo (humedad, coloides, etc.).

La persistencia en ambientes naturales depende de va-
rios factores: la descomposición química y biológica, la
adsorción a coloides, el lavado. la volatilización, la foto-
descomposición, la remoción por vegetales que se cose-
chan.  El cuadro 4 muestra los procesos que en el suelo
afectan a sustancias xenobióticas

Cuadro 4 - Procesos que afectan a xenobióticos
en el suelo

Proceso Factores que inciden

hidrólisis pH
transformación microbiana enzimas degradativas,

condiciones ambientales
apropiadas

volatilización presión de vapor
óxido-reducción Eh
lavado solubilidad
adsorción coeficiente de partición pKa,

solubilidad, tipos de adsorbentes
bioconcentración coeficiente de partición pKa
fijación/adsorción CIC

La estructura de la molécula, la posición y naturaleza de
los grupos funcionales afectan también la persistencia,
como se aprecia en cuadro 5.

Descomposición microbiana

Durante mucho tiempo se pensó que los mecanismos de
degradación de los pesticidas por los microorganismos
eran  similares a los de los animales. Pero a medida que
las investigaciones fueron progresando, se apreciaron las
diferencias:

� en los animales las reacciones conducen sobre todo a
convertir estas moléculas en formas polares y por lo

evaporación                             aplicación                  fotodescomposición

atmósfera                              vegetales

poros del suelo
movimiento capilar y

gravitacional

difusión fijación: arcillas
materia orgánica

difusión

absorción:
plantas

microorganismos
metabolismo y
degradación

química

formación de complejos
con minerales

lixiviación
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Vermicompostaje

Constituye una variación en la tecnología del compostaje
en la cual se utilizan lombrices para acelerar la degrada-
ción de la materia orgánica. La lombriz trabaja cavando
galerías en el suelo o en el compost, moliendo y humede-
ciendo partículas en el tubo digestivo (acción más mecáni-
ca que biológica).

Sus excrementos están formados por agregados de tie-
rra, materia orgánica digerida y secreciones intestinales
y urinarias, de más fácil asimilación por las raíces que
reciben el nombre de coprolitos. Estos son más neu-
tros que los suelos, pobres en arcillas y ricos en materia
orgánica, nitratos, P, K, Ca y Mg, presentando alta CIC

(capacidad de intercambio catiónico), saturación en ba-
ses y alto porcentaje de humedad. El cuadro 8 resume
las características del proceso y la figura 3 muestra un
cantero de vermicompostaje.

Cuadro 8- Vermicompostaje

➢ el material se dispone en canteros
* ancho: 1-1.20 m
* altura: 0.30-0.40 m
* largo: variable

➢  material picado y bien mezclado (puede ser pre-
compostado)
* sustrato recomendado: estiércol, restos de café,
   té y yerba
* evitar:  ajo, cebolla, residuos cítricos

➢  humedad: 60-80%

Para la elaboración del vermicompostaje pueden utili-
zarse una gran variedad de sustratos, las lombrices pre-
fieren los estiércoles pero atacan cualquier tipo de ma-
teria orgánica, siempre que no sea muy ácida o muy olo-
rosa.  El vermicompostaje es una técnica competitiva
frente a compostaje tradicional aunque presenta algu-
nas desventajas:

� necesita más mano de obra

� el material debe estar triturado para una mayor eficien-
cia en la degradación

� necesita de una mayor área: 1000 m2 para producir 100
ton de compost por día

� no presenta fase termófila, que mataría a la fauna

La descomposición de la materia orgánica es realizada
por los microorganismos del tracto digestivo de las lom-
brices.

Figura 3- Producción de vermicompost

En resumen: el empleo de compost o vermicompost en
la agricultura es muy ventajoso, funcionan como fertili-
zantes nitrogenados de liberación lenta con acción resi-
dual prolongada, de modo que se incrementa la eficien-
cia de absorción por las plantas, con mayores produc-
tividades al compararla con el empleo de fertilizantes
nitrogenados solubles. Su aplicación puede incrementar
la retención de agua en el suelo.  Prácticamente todos
los restos orgánicos generados y acumulados en esta-
blecimientos agropecuarios son capaces de estabilizarse
mediante este proceso microbiano.

El cuadro 9 presenta los resultados del agregado de 20
toneladas de compost por hectárea sobre el rendimiento
de maíz, en un suelo arcilloso calcáreo, con cultivo ante-
rior de trigo y con riego.
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procesos benéficos (degradación de materia orgánica, ni-
trificación, fijación del N

2
, solubilización de fosfatos)

� sobre los pesticidas: los microorganismos de estos
ambientes metabolizarán a estas sustancias (la mayo-
ría son orgánicas) por distintos mecanismos, los que
sumados a las otras causas abiológicas de alteración,
contribuyen a disminuir sus efectos tóxicos.

Como generalización, se piensa que:

� los compuestos de amplio rango, como los fumigan-
tes, fungicidas, parecen afectar negativamente todos
los procesos biológicos, al menos temporariamente.
El mismo efecto se encontró con la mayoría de los
metales pesados

� herbicidas, insecticidas, son menos perjudiciales para
la microflora y en algunos casos, pueden estimularla.

Entre los procesos: la nitrificación es altamente sensible,
mientras que la mineralización del nitrógeno es bastante
resistente.

La eficacia de un pesticida se determina por la dosis le-

tal, que asegura la muerte de la población entera y la dosis

letal 50 (DL 50), que elimina al 50% de los componentes
de la población. En respuesta al efecto causado por los
pesticidas, los microorganismos muestran gran adaptabi-
lidad, evidenciada por el rápido restablecimiento de la
actividad metabólica.

Los mecanismos pueden ser:

� reemplazo de especies sensibles por otras tolerantes,
muy frecuente en el caso de especies de rhizobios

� por una rápida recolonización del ambiente luego de los
tratamientos biocidas

Evaluación de efectos inhibidores o tóxicos

Numerosos estudios se han realizado en torno a los efec-
tos laterales de los pesticidas sobre los microorganis-
mos y sobre sus interacciones. La aplicabilidad de estos

resultados obtenidos a nivel de laboratorio a las condi-
ciones naturales de campo, resulta muchas veces difícil
porque:

� los estudios fueron realizados bajo condiciones muy di-
versas, muchas veces no correctamente explicitadas en
los trabajos

� en ambientes y tipos de suelos muy diferentes

� falta de información sobre la formulación de productos
comerciales y sus aditivos, que pueden afectar a la po-
blación en mayor grado que el producto mismo.

El efecto de un pesticida sobre la microflora se evalúa
frecuentemente en el laboratorio, bajo condiciones con-
troladas. En estos casos la determinación de la dosis que
actúa sobre los organismos resulta difícil de precisar, so-
bre todo con pesticidas volátiles.

Cuando las sustancias son fuertemente adsorbidas en los
coloides del suelo, se pueden acumular altas concentra-
ciones en las capas superficiales. La concentración pue-
de ser más alta en la zona de la corona, por movilización
del producto por los tallos. En esa zona la actividad bioló-
gica es grande y actúan gran número de patógenos.

Con sustancias muy adsorbidas, se emplean dosis altas
en los modelos experimentales, como reflejo de la prácti-
ca de campo.

El estudio de la biodegradación de sustancias con ca-
rácter biocida no es sencillo en aguas, suelos, alimentos,
ya que muchas veces las concentraciones son muy ba-
jas, del orden de las partes por millón (mg/kg).

Métodos
Químicos: se deben emplear técnicas muy sensibles: cro-
matografía en fase gaseosa o líquida, espectrofotometría
con luz ultravioleta, para detectar trazas de pesticidas o
de sus intermediarios en la degradación.

Biológicos: actividad respiratoria, el desprendimiento
de CO

2
 o el consumo de O

2
 de muestras de suelo o aguas

tratadas con el producto en estudio y algún sustrato cuya
transformación se desea seguir, glucosa, celulosa, bio-
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Cuadro 9 - Efecto del agregado de compost en
cultivo de maíz

Con compost Sin compost

Rendimiento kg/ha 7.750a 5.850b

Interacción del compost x dosis de N-urea (kg/ha)

Dosis de N 0 50 100 150 200
Con compost 7750 9940 10470 10830 10880
Sin compost 5850 8750 9640 10740 10470

Como se aprecia globalmente sobre todas las parce-
las, el efecto de la enmienda fue favorable (a 10% de
confianza), sobretodo sin fertilización o con bajas do-
sis de nitrógeno. El agregado de compost economiza
unos 50kg de N-urea/ha, como surge de los datos del
cuadro 9.

El cuadro 10 compara estos procesos controlados con la
degradación de la materia orgánica realizada en la natu-
raleza en condiciones naturales.

Cuadro 10-  Diferencias entre degradación de
la materia orgánica en el suelo y en el

compostaje

� La concentración de nutrientes es mayor en el compost

� La estructura del suelo no permite la liberación brusca de
calor (el mismo se disipa y la temperatura no sube)

� Los organismos termófilos no se incrementan en el suelo
como lo hacen en los compost

� La velocidad de los cambios es muy diferente (45-200 días
en el compost, años en el suelo)

� La acción del viento y el mezclado facilita la degradación
en el compost

� Mayor diversidad de materiales compostados

� Baja carga contaminante y remoción de semillas de male-
zas en el compost

Biodegradación anaerobia
de restos orgánicos

La digestión anaerobia consiste en una serie de procesos
de degradación microbiana de la materia orgánica en au-
sencia de agentes oxidantes (O

2
, NO

3

–
, S0

4
=).

Como productos finales de esta degradación se produ-
ce una mezcla de gases (biogás) con predominio de
metano (CH

4
) usado como combustible y materia orgá-

nica estabilizada, el biofertilizante, activador de la po-
blación microbiana y mejorador de las propiedades físi-
cas del suelo.

Interviene en este proceso una población microbiana muy
heterogénea que actúa en una cadena alimentaria. Uno
de los grupos terminales de esta cadena son las metano-

bacterias, responsables de la producción de gas meta-

no, usado como combustible. El sustrato que entra a los
biodigestores rurales está compuesto principalmente por
estiércol u otras materias orgánicas diluídas: una mezcla
compleja de celulosa, hemicelulosa, lignina, proteínas, lí-
pidos, minerales, etc.    Los microorganismos utilizan es-
tos compuestos para obtener energía y como fuente de
carbono, mineralizando cada vez más los restos orgáni-
cos hasta alcanzar un equilibrio. En la digestión anaero-
bia se distinguen cuatro etapas (figura 4).

� Hidrólisis de biopolímeros

� Fermentación

� Acetogénesis y deshidrogenación

� Metanogénesis

Hidrólisis: la primera etapa de la degradación de la ma-
teria orgánica es llevada a cabo por enzimas hidrolíticas
de múltiples microorganismos que utilizan los compues-
tos de la  hidrólisis. Posteriormente actúa otro grupo que
ataca los productos resultantes de la acción del primer
grupo y asi sucesivamente conformando una cadena tró-
fica con una población microbiana en equilibrio.

La fermentación es la fuente de energía en las condicio-
nes de anaerobiosis y de falta de luz de este sistema. Los
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Precisamente, el citado Convenio de Estocolmo apunta
sus esfuerzos en dotar a los países que lo necesiten de
asistencia tanto técnica como financiera para disminuir en
primera instancia las emisiones nocivas de los COP y se
intenta que la Organización de las Naciones Unidas (ONU)
impulse la eliminación de al menos estos 12 contaminan-
tes persistentes, mediante la prohibición de su produc-
ción, exportación e importación.

Efecto sobre la microflora del suelo

El efecto de  estas sustancias en segmentos de la pobla-
ción dependerá de:

� su composición química, dosis, métodos de aplicación

� parámetros físico-químicos del ambiente, como pH, tem-
peratura, agua

No existen muchos datos cuantitativos sobre las transfor-
maciones de muchos de estos productos tóxicos, salvo,
quizá, lo referente a los pesticidas, sobre los cuales las
investigaciones son más abundantes. Los xenobióticos
interfieren con procesos importantes como:

� fotosíntesis

� metabolismos oxidativos

� síntesis celulares

� algunos, como los derivados clorados actúan sobre la
composición de la membrana celular, alterando su per-
meabilidad y la fisiología celular

Los métodos empleados para estudiar sus efectos son
los clásicos en estudios de ecología microbiana (capítulo
8) y Anexo práctico, pero en las últimas revisiones sobre
el tema se destaca la necesidad de estandarizar las técni-
cas que reflejan los efectos de estas sustancias sobre gru-
pos y procesos microbianos de importancia para la conti-
nuidad de los ciclos de los elementos en la naturaleza.

Pesticidas

 Su empleo se ha incrementado en los últimos años y tan-
to la agricultura moderna, como la conservación de frutas

y verduras para la exportación, la lucha contra insectos,
etc. liberan en los ecosistemas naturales grandes canti-
dades de sustancias de lenta biodegradación.

 Las investigaciones sobre el efecto de muchos de estas
sustancias en las comunidades microbianas naturales y
sobre los mecanismos de degradación se han estimulado
por los riesgos reales o potenciales asociados con el em-
pleo indiscriminado de los xenobióticos.

Los pesticidas son sustancias químicas destinadas al con-
trol de poblaciones no deseadas (pestes), de muy distin-
tos grupos taxonómicos y se caracterizan por los organis-
mos que atacan: insecticidas, nematicidas, herbicidas,

fungicidas. Otros, destinados a la supresión de roedores
y moluscos, han recibido menos atención.

En muchos países no se llevan estadísticas sobre el uso de
estas sustancias y debemos remitirnos a las cifras sobre
sus importaciones. El empleo masivo de herbicidas selecti-
vos comenzó hacia la mitad de la década del 40, luego del
descubrimiento del 2,4-D, pero el control químico de male-
zas está aún poco desarrollado, si se lo compara a los lo-
gros en el mejoramiento vegetal y con otros aspectos de
las ciencias del suelo. Se pretende lograr que un agente
químico específico actúe selectivamente sobre una deter-
minada planta. Los métodos de control de malezas son
numerosos: físicos o mecánicos (competencia por el culti-
vo, rotaciones), biológicos, químicos, el fuego, etcétera.

Muchas de estas sustancias, sobre todo los herbicidas,

se aplican directamente en la superficie o llegan a las ca-
pas superficiales del suelo, otros se pulverizan sobre el
follaje, pero se ponen en contacto con los microorganis-
mos al caer las hojas o cuando las plantas mueren. Estas
aplicaciones pueden alcanzar zonas vecinas cuando las
moléculas son volátiles. El agua de riego puede contami-
narse, constituyendo ésta otra vía de entrada al suelo.

Las interacciones entre los pesticidas y los microorga-
nismos serán analizadas desde dos puntos de vista:

� sobre los microorganismos: estas sustancias pueden
afectar habitantes no patógenos de los ecosistemas natu-
rales, o sus interacciones con el consiguiente efecto sobre
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principales productos finales de la hidrólisis y la fermenta-
ción son CO

2
, H

2
, propionato, acetato y butirato.

Existen bacterias que degradan el propionato y el butirato
llevándolo a acetato, H

2
 y CO

2
. Estas bacterias actúan sinérgi-

camente (sintrofia) con otros microorganismos que consu-
men el H

2
 producido y de esta forma permiten que se esta-

blezca el primer grupo (que es inhibido por el hidrógeno).

La metanogénesis (respiración anaerobia) es la última
etapa de la cadena trófica y las bacterias metanogénicas
producen CH

4
 por la siguiente reacción:

CO
2
 + 4 H

2
                  CH

4
 + 2 H

2
O

   Como se observa consumen hidrógeno, por lo que po-
seen un papel regulador en el biodigestor.

También se puede producir metano a partir de acetato
(metanogénesis acetoclástica).

CH
3
 COOH                 CH

4
 + CO

2

Figura 4- Esquema de las etapas de la digestión anaerobia

Población microbiana

Dentro del biodigestor coexisten distintos grupos de microor-
ganismos: bacterias, hongos y protozoarios (Soubes, 1994).

Cada biodigestor es diferente ya que debido a que las in-
teracciones entre los microorganismos son múltiples y comple-
jas, en cada uno se alcanzarán poblaciones distintas.

No se puede hacer consideraciones taxonómicas gene-
rales pero es importante conocer los grandes grupos fi-
siológicos de microorganismos presentes. Los microor-
ganismos se agrupan de acuerdo a las reacciones que
emplean en la generación de energía y se relacionan a su
vez con el consumo y producción de hidrógeno.

 La clasificación se esquematiza en el cuadro 11.

Cuadro 11 - Microorganismos en biodigestores
anaerobios

Grupo Características

Productores de hidrógeno

hidrólisis de biopolímeros, fermentación de azucares, aminoácidos,
ácidos grasos (bacterias, hongos, protozoos)

� anaerobias facultativas consumen el O
2
 presente

� anaerobias estrictas actúan a bajo nivel de O
2
,

fermentativos

� aerotolerantes actúan en presencia de O
2
,

bacterias lácticas

Bacterias sintróficas: acetogénesis y deshidrogenación

� anaerobias obligadas: requieren siempre de otro microorganis-
mo para crecer

� anaerobias facultativas: pueden crecer en cultivo puro

Consumidores de hidrógeno

Bacterias metanogénicas, anaerobias estrictas, productoras de
CH

4
, crecen sólo con menos de 5 ppm de O

2

Bacterias hidrolíticas y fermentadoras

Se encuentran bacterias anaerobias facultativas como las
enterobacterias, las aerotolerantes como las del ácido lácti-

 ➤

 ➤

Residuos (proteínas,
polisacáridos)

Hidrólisis biopolímeros

Monómeros (azúcares,
aminoácidos)

Acetato

Fermentación

Propionato
CO

2 
+ H

2

Acetato CO
2 
+ H

2

Acetato

Metanogénesis

CH
4

 
➤

 
➤

 
➤

 
➤

 
➤
 

➤

 
➤

 ➤

 
➤  

➤
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 Cuadro 2- Propiedades que alteran la
biodegradación de compuestos orgánicos

contaminantes

1 Carencia de oxígeno en su molécula (hidrocarburos)

2 Enlaces saturados (hidrocarburos alifáticos no satura
dos y los aromáticos tienden a ser más rápidamente ata-
cados que los no saturados)

3 Longitud de la cadena, los hidrocarburos alifáticos con
cadenas laterales cortas son más rápidamente degra-
dados que los hidrocarburos de más alto peso molecular

4 La polimerización de la molécula limita su biodegrada-
ción

5 Su escasa solubilidad en agua (moléculas hidrofóbicas)

6 La estructura y número de anillos aromáticos

7 El incremento de la ramificación de la molécula disminu-

ye la biodegradación

8 El número y la posición de grupos halógenos, nitro,ami-
no, sulfonato

9 El entrecruzamiento con otras moléculas impide llegar a
las enzimas (complejo ligno-celulósico)

10 Volatilización

11 Solubilidad en agua

12 Moléculas orgánicas unidas a arcilla son más resisten-
tes a la degradación (1g de la arcilla montmorillinolita
presenta  600 m2 de área superficial)

13 El complejo arcilla/humus puede  inactivar exoenzimas
(celulasa) o adsorber al sustrato

14 Ambientes extremos: temperatura, sequedad, pH, altas
concentraciones de sal

15 Restricciones fisiológicas: carencia de las enzimas re-
queridas. Transporte de la sustancia en el suelo, limita-
ción  de nutrientes esenciales (N, S, P. etc.)

Un concepto muy popular en el pasado, antes de la déca-
da del 60, sostenía que esencialmente “toda sustancia

orgánica introducida en la biosfera debería ser meta-

bolizada por los microorganismos en un período de

tiempo razonablemente corto”. Este concepto actual-
mente no es del todo correcto ya que vimos que hay sus-
tancias sintéticas recalcitrantes y que persisten en el sue-
lo en ciertas condiciones por largos períodos, como son
los  bifenilos policlorados, ciertos pesticidas (sobretodo

los clorados), plásticos y polímeros sintéticos relaciona-
dos y un conjunto de derivados de la industria.

Convención de Estocolmo sobre contaminan-
tes orgánicos persistentes (COP)

El Convenio de Estocolmo surgió luego de largos años de
negociaciones que permitieron alcanzar un compromiso
de los países para eliminar a los llamados COP. Comen-
zó a regir en 2004 y la primera Conferencia de los países
miembros, que tuvo lugar en Punta del Este, Uruguay, en
mayo de 2005 definió en un principio  los 12 los productos
considerados “sucios” (cuadro 3) y sobre los que se pien-
sa que deben tomarse medidas urgentes para erradicar-
los del planeta en un plazo que los expertos  no pueden
precisar. La lista de estos productos genera desechos al-
tamente peligrosos para la salud humana y pueden pro-
vocar su muerte o generar enfermedades y malformacio-
nes tanto en el hombre como en otras especies animales.

Cuadro 3- Contaminantes orgánicos persistentes
(COP)

Aldrin Plaguicida usado en varios cultivos

Bifenilos policlorados Compuestos usados como aditivos en
productos de la industria gráfica, entre
otras

Clordano De uso agrícola

DDT Uno de los más conocidos insecticidas,
con numerosas aplicaciones

Dieldrin Insecticida, contra termitas

Dioxinas Generadas por combustión en la fabri-
cación de plaguicidas, entre otros

Endrin Insecticida empleado en algunos cultivos
y contra roedores

Furanos Compuestos producidos por diversas
emisiones  como incineradores y auto-
móviles

Heptaclorobenceno Insecticida

Hexaclorobenceno Herbicida, contra malezas

Mirex Insecticida y usado también en produc-
tos plásticos

Toxafeno Insecticida usado en ciertos cultivos de
cereales y hortalizas
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co y bacterias anaerobias estrictas como Clostridium, Bac-

teroides, Propionibacterium. Las enterobacterias como E.

coli poseen la enzima formiato liasa responsable de la
generación de H

2
 a partir de formiato, pero tal vez su rol

fundamental es la remoción del O
2
. Las bacterias lácticas

producen ácido láctico y a veces etanol y CO
2
, a partir de

azúcares. Propionibacterium fermenta ácido láctico con li-
beración de H

2
 y acetato, o acetato y propionato.

Bacterias acetogénicas reductoras obligadas
de protones

Son las conocidas bacterias sintróficas obligadas que se ca-
racterizan por su imposibilidad de crecer en cultivo puro. Ne-
cesitan asociarse estrechamente a microorganismos consu-
midores de H

2
. En el laboratorio se las mantiene junto a una

bacteria metanogénica hidrogenofílica, o a una sulfatoreduc-
tora en presencia de sulfato, que en estas condiciones fun-
ciona como consumidor de H

2
. Los sustratos naturales que

oxidan son ácidos grasos saturados, etanol y benzoato. Al-
gunas de las reacciones de las que generan energía:

etanol + H
2
O= acetato- + 2H

2
 + H+

butirato- + 2H
2
O = 2acetato- + 2H

2
 + H+

No pueden transferir los equivalentes de reducción del
NADH a ningún aceptor externo que no sean los proto-
nes. Algunas especies conocidas: Syntrophobacter woli-

nii que usa propionato y crece en cocultivo con Desulfovi-

brio, Syntrophomonas sapovorans, crece con ácidos gra-
sos de C

4
 a C

18
 asociada con Methanospirillum.

Bacterias sulfatoreductoras

Emplean los productos de las fermentaciones como sus-
tratos en la reducción de sulfatos a sulfuros, de la cual
obtienen energía. Se dividen en dos grupos:

� oxidantes completos que liberan CO
2
, H

2
O y S=, pue-

den degradar ácidos orgánicos de hasta 18 carbonos

� oxidantes incompletos: liberan acetato, CO
2
, S=, algu-

nas propionato y butirato, que en general no pueden
seguir degradando

La reducción del sulfato a sulfuro es más favorable termo-
dinámicamente que la producción de metano. Si existe alta
disponibilidad de sulfatos proliferarán estas bacterias con
consecuencias negativas: van a emplear el H

2
 (sustrato de

las metanogénicas) y producen sulfuros, tóxicos a concen-
traciones  elevadas e indeseable en el gas de salida.

En virtud del elevado número de bacterias sulfatoreductoras
que existen en los reactores anaerobios y en los biodigesto-
res rurales, aun en asusencia de sulfato (pueden metabolizar
lactato dando acetato, CO

2
 y H

2
), se postula que ejercen im-

portante rol como acetogénicas deshidrogenantes.

Bacterias acetogénicas

Son las que crecen a expensas de la reacción:

H
2
 + 2CO

2
 = acetato + H

2
O + H+

Pertenecen a géneros diversos como Acetobacterium,

Acetogenium y Clostridium. También pueden realzar otros
metabolismos y sólo un 10% del carbono en los reactores
sufrirá esta transformación.

Bacterias desnitrificantes

Estas bacterias que obtienen energía de la oxidación de
compuestos orgánicos y compuestos de azufre reducido
e H

2
, con nitratos como aceptores de electrones, están

presentes en los reactores anaerobios y se les atribuye
junto a las Enterobacterias el rol de remoción del oxígeno
del sistema. Especies del género Pseudomonas son las
más distribuídas en la naturaleza.

Bacterias metanogenéticas

Estos microorganismos tienen características especiales:
� son Arquebacterias, hoy denominadas archae, orga-

nismos muy primitivos que se distinguen de las bacte-
rias típicas por poseer un seudopeptidoglicano en su
pared, algunos géneros poseen recubrimientos exte-
riores solamente proteícos (capa S en Methanococ-

cus), o una capa polisacárida junto a la capa S
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Muchos polímeros sintéticos se encontrarían  en la ca-
tegoría 1.

La lignina es un ejemplo de la segunda categoría ya que
es sustrato para algunos hongos aunque no es desasimi-
lada rápidamente. Ciertos hidrocarburos clorados con
carácter insecticida son ejemplos de la tercera categoría,
ya que muchos son metabolizados en medios de cultivo,
pero su mineralización a CO

2
, H

2
O y Cl

2
 no ha sido de-

mostrado  in situ. En la última categoría se pueden ubicar
algunos hidrocarburos derivados del petróleo y cons-

tituyentes vegetales.

En los últimos 50 años, se han producido en la industria
más de 600.00 toneladas de sustancias orgánicas y se
estima que un 15% han entrado al ambiente (Stevenson y
Cole, 1999).

En términos de cantidad, los xenobióticos orgánicos son
los más numerosos: 114 compuestos han sido designa-
dos por la Agencia de Protección Ambiental de los Esta-
dos Unidos como polucionantes, en 1982. Los más peli-
grosos son los halogenados, especialmente los aromáti-
cos por sus efectos sobre la biocenosis y su carácter re-
calcitrante en el ambiente. Consecuentemente persisten
en el suelo porque no son susceptibles de transformacio-
nes biológicas a rangos normales.

El cuadro 1 muestra algunos ejemplos de compuestos
orgánicos detectados en suelos y que representan poten-
cial peligro para el ecosistema suelo-planta-hombre, mu-
chos se reconocen o sospechan como cancerogénicos o
mutagénicos. Los halogenados aromáticos ejercen efec-
tos negativos en la microflora y son reconocidos recalci-
trantes. Fueron introducidos por el hombre, de modo que
se consideran verdaderos xenobióticos.

Como el suelo es el reservorio último de la mayoría de
ellos, sus efectos sobre poblaciones microbianas y la ac-
ción de éstas sobre estas moléculas resulta de gran im-
portancia en la determinación de sus consecuencias.

Una vez liberadas al ambiente la distribución de estas
sustancias depende de:

� propiedades quimiodinámicas del producto

� propiedades físico-químicas del suelo

� su transferencia en las interfases suelo-agua y suelo-
aire y a través de membranas biológicas

En la mayoría de los casos las sustancias orgánicas bio-
degradables sufren los mismos tipos de reacciones de
ruptura y simplificación que las sintéticas, a saber: decar-
boxilación, desaminación, hidroxilación, ß-oxidación e hi-
drólisis de enlaces éster. Procesos bióticos y abióticos
pueden transformar a los productos alterando su estado
químico y consecuentemente su toxicidad y reactividad.
Idealmente se espera su conversión a:

� CO
2
, H

2
O, minerales

� sustancias menos tóxicas

Pero se pueden formar productos  intermediarios que se
convierten en polucionantes tóxicos.

Las propiedades físicas y químicas de la molécula del
polucionante afectan su biodegradación (cuadro 2). La
mayoría de los compuestos orgánicos poseen grupos hi-
droxilos y carboxilos (–OH y –COOH) que son rápidamente
oxidados.

Cuadro 1 – Ejemplo de importantes xenobióticos
orgánicos

Tipo Ejemplos

Alifáticos (halogenados) tricloroetano, tricloro metano,
cloruro de metilo, tetracloetano

Alifáticos(no halogenados) acilonitrilo, tolueno, benceno,
 nitrobenceno,fenol cresol

Aromáticos (halogenados) pentaclorofenol, clorobenceno
hexaclorofenol, diclorobenceno

Policíclicos(no halogenados) naftaleno, benzopireno,
antraceno, bifenil, fenantraceno

Policíclicos (halogenados) bifenilos policlorados (PCBs)
Pesticidas lindano, toxafeno, DDT, 2,3-D

dieldrin, heptaclorobenceno
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(Methanosarcina), una capa S y seudomureína (Me-

thanothermus) y diferente composición lipídica en la
membrana lo que las hace muy resistentes a pH ba-
jos, altas temperaturas.

� son anaerobias estrictas y requieren concentraciones
de oxígeno menores de 5 mg/L en el cultivo

� el pH óptimo de la mayoría de las cepas aisladas es de 7

� temperatura: existen cepas mesófilas y termófilas

� son los únicos microorganismos capaces de gene-

rar metano y poseen enzimas exclusivas como hidro-

genasas con cofactores como el F
420

 y F 
430

, que fluore-
ce con luz ultravioleta de 420 nanometros y permite asi
visualizar células y colonias de estos organismos. Es-
tas metaloproteínas determinan mecesidades especia-
les de Ni, Fe, Co y Se. No presentan metabolismos alter-
nativos.

� Por los sustratos que pueden degradar se dividen

en:

1. hidrogenotróficas, capaces de producir metano a partir
de H

2
 y CO

2
:

CO
2
 + 4H

2
             CH

4
 + 2H

2
O

2. aceticlásticos, que producen metano y anhídrido car-
bónico a partir de acetato

ácido acético             CH
4
 + CO

2

3.  metilótrofos, que metabolizan compuestos como me-
tilaminas y metilsulfuros

metilamina             0,5 H
2
O + 0,75 CH

4
 + 0,25 CO

2

dimetilamina + H
2
O             1,5 CH

4
 + 0,5 CO

2
 + NH

3

trimetilamina + 1,5 H
2
O       2,25 CH

4
 + 0,75 CO

2
 + NH

3

El mayor número de especies de bacterias metanogéni-
cas pertenecen al primer grupo, y las más frecuente son
Methanobacterium, Methanospirillum y Methanobrevibac-

ter. Muchas de ellas a su vez pueden emplear también
formiato, algunas pocas isopropanol e isobutirato.

ácido fórmico             0,25 CH
4
 + 0,75 CO

2
 + 0,5 H2O

metanol                       0,75 CH
4
 + 0,25 CO

2
 + 0,5 H

2
O

El género Methanosarcina es el más versátil entre los
metanogénicos, ya que posee especies capaces de em-
plear H

2
, metilaminas y acetato. Los microorganismos

metanogénicos son sensibles a sustancias tóxicas como
sales de metales pesados, detergentes, desinfectantes y
antibióticos, por lo que se debe prestar atención especial
a este aspecto en el momento de cargar el biodigestor.
Asimismo el amoníaco y el sulfuro resultan tóxicos a nive-
les superiores de 100 y 150 mg por litro, respectivamente.

La bioquímica y microbiología dentro del biodigestor deben
ser tenidas en cuenta para el manejo del mismo. Por ejem-
plo, si aumenta la concentración de hidrógeno en el siste-
ma, se detiene el metabolismo de las bacterias producto-
ras de hidrógeno que también metabolizan butirato, propio-
nato y ácidos grasos de cadena larga. En estas condicio-
nes el biodigestor se acidifica y disminuye la producción de
biogás, por lo que se debe interrumpir el ingreso de nuevo
sustrato orgánico para restablecer el equilibrio original.

Biofertilizante

El efluente de la digestión anaerobia en los biodigesto-
res se denomina biofertilizante. Es un producto muy apto
para ser usado como fertilizante orgánico e inclusive
muchos establecimientos agropecuarios instalan biodi-
gestores con el fin primario de obtener un fertilizante
orgánico complejo, cuya composición variará de acuer-
do al material orgánico.

 En los casos comunes de biodigestores rurales se utiliza
estiércol diluído, el biofertilizante resultante es una
suspensión homogénea cuyo valor no está dado en la
cantidad de nutrientes químicos para las plantas (por ejem-
plo nitrógeno o fósforo), sino como activador de la po-

blación microbiana del suelo con la resultante dinamiza-
ción de toda la actividad biológica.

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤
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Un nuevo enfoque del ciclo del carbono en los suelos y
aguas ha sido introducido como consecuencia del incre-
mento en el  uso de sustancias orgánicas sintéticas para
el control de plagas.

Generalmente estas sustancias se denominan xenobió-

ticas (xeno= extraño, biótico= vida).

Son compuestos orgánicos o minerales sintéticos, con
estructura y comportamiento en el ambiente diferentes a
las de la mayoría de las  sustancias orgánicas naturales.
Son introducidos en el ambiente por actividades del hom-
bre a concentraciones que provocan efectos indeseables.
Estos compuestos pueden ser degradados por reaccio-
nes abióticas y bióticas. Estas últimas, las microbianas,
son más significativas en el ambiente ya que los sistemas
enzimáticos aceleran el proceso de degradación y pue-
den conducir a una completa degradación o mineraliza-
ción del agente polucionante.

Algunos de estos compuestos son liberados al ambiente
por el hombre con el objeto de controlar plagas, caso de
los pesticidas, o agrotóxicos, cuya persistencia y trans-
formaciones reflejan su eficacia como producto y su peli-
gro potencial para la microflora y la calidad del ambiente.
Más de 1.000 de estos compuestos están registrados,
desde moléculas simples como el bromuro de metilo
(CH

3
Br) hasta moléculas muy complejas como el aldrín.

Cerca del 97% son herbicidas, insecticidas y fungicidas
que representan 65, 25 y 7% respectivamente. Los res-
tantes 3% corresponden nematicidas, acaricidas, etc.
Otros son los aditivos en los plásticos (ftalatos), coloran-
tes usados en teñidos de prendas de vestir y alimentos,

22 Degradación de xenobióticos

impurezas en formulaciones de pesticidas (dioxinas clo-
radas) y solventes halogenados.

Otros xenobióticos provienen de la industria manufactu-
rera, efluentes de industrias, aguas residuales, actividad
de minas, de las industrias petrolera, del papel, agrícola.
Los compuestos orgánicos: sintéticos e introducidos con-
tinuamente o los naturales, formados en la biosfera, se
pueden dividir en dos categorías según su persistencia
en el suelo:

Los biodegradables y aquellos que son resistentes a la
biodegradación y se conocen como recalcitrantes o re-

fráctiles que se degradan muy lentamente o no la hacen.
La separación entre ambos grupos es muchas veces arbi-
traria, ya que ciertas moléculas orgánicas pueden ser bio-
degradables bajo ciertas condiciones del suelo, pero no en
otras. Muchos compuestos sintéticos derivados de alcanos
o simples compuestos aromáticos son más lentamente de-
gradados en sedimentos de suelos inundados o bajo con-
diciones anaerobias, en relación a suelos bien aereados, lo
que se explica por la necesidad del O

2
 en las reacciones

enzimáticas responsables de su degradación.

Se reconocen categorías en las sustancias recalcitrantes:
1- compuestos muy recalcitrantes
2- los que son sólo lentamente biodegradables
3- compuestos que pueden ser utilizados rápidamente por

cultivos microbianos en el laboratorio,   pero que no se
sabe si lo pueden hacer en la naturaleza

4- compuestos aptos para microorganismos en cultivos
axénicos y en uno o más habitats microbiano, pero que
son persistentes en ciertas ocasiones.
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 En el proceso de digestión anaerobia la relación carbo-
no/nitrógeno (C/N) baja, señalando una estabilización del
producto, que se asemeja al humus, con la fracción
lignocelulósica no degradada y abundante biomasa mi-
crobiana.

Muchas veces se aprecia un incremento en el porcentaje
de nutrientes presentes en el biofertilizante respecto al
material original. Sin embargo, el efecto principal sobre
los cultivos no es a partir de los nutrientes químicos sino
al proceso activador sobre la población microbiana del
suelo. Asimismo, se mejoran las propiedades físicas del
suelo (que son las que regulan la aireación y la dinámica
del agua).

La aplicación de estos biofertilizantes en los primeros cen-
tímetros del suelo puede aportar en promedio:

N-NH4+ 252-280kg/ha sujeto a rápida mineralización

N-orgánico 336kg/ha liberado lentamente en la
degradación

P total 200-336kg/ha (80% en la fracción orgánica)

K total 45-90kg/ha

Los valores varían de acuerdo a la fuente, al tratamiento
y otros factores, pero se aprecia que la cantidad de nitró-
geno aplicada en este ejemplo excede a los requerimien-
tos vegetales, la misma tendencia se aprecia con los mi-
nerales, lo que refuerza la idea de aplicar controles en las
dosis y en el manejo del suelo cuando se aplican estos
biofertilizantes.

Biodigestores rurales

La figura 5 muestra los dos tipos más frecuentes de biodi-
gestores empleados en establecimientos agropecuarios,
el hindú y el chino. En el modelo hindú, el biogás forma-
do se va acumulando bajo la campana que se eleva (flo-
ta) a medida que avanza el proceso. El biodigestor se carga
por una caja de entrada y se descarga por una caja de
salida. Todo el sistema se maneja con el principio de va-
sos comunicantes o sea que el volumen que entra por la

caja de carga sale por la caja de descarga y el biodigestor
mantiene siempre el mismo nivel. La presencia de una
pared divisoria central hace un efecto de reciclaje dentro
del biodigestor.

El biogás es transportado por cañerías hasta el lugar don-
de se emplea (calefacción del tambo, luz) e incluso se
envasa en cilindros para usos familiares o como combus-
tible para vehículos.

Figura  5 - Modelos de biodigestores
a) hindú, b) chino

El modelo chino requiere un diseño más preciso y posee
gran resistencia estructural y su vida útil puede sobrepa-
sar los 20 años. Consta de caja de carga del material (es-
tiércol y agua), una estructura prIncipal cerrada y una cá-
mara compensatoria de presión que es a la vez la caja de
salida del material degradado. El gas se acumula en la
bóveda con lo que aumenta la presión interna que hace
que el contenido se desplace a la cámara compensatoria

Campana o

Gasómetro
Salida de biogás

Caja de entrada

Pared divisoria

Modelo hindú

Caja de entrada

Puerta

Biogás

Tubo
Caja de salida
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biogás                            biogás
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de presión con lo cual sube el nivel de la misma. Al usarse
el biogás la presión de la cámara baja y el líquido entra
nuevamente al cuerpo principal.

Según las condiciones climáticas se calculan unos 20 días
para que ocurran las diferentes etapas del proceso

En el manejo de grandes volúmenes de residuos domi-

ciliarios e industriales se emplean reactores anaerobios
de distinto diseño que permiten que las 4 etapas del pro-
ceso se realicen rápidamente durante el flujo de líquido
con restos orgánicos (3-5 días). También ocurre el proce-
so en lagunas donde los efuentes permanecen en perío-
dos entre 5 a 30 días.

En resumen: los factores que más influyen en la elección
de un sistema anaerobio son:

� la baja producción de lodo biológico (biomasa) con me-
nores costos de deposición

� altas eficiencias de tratamiento (comparable a otras
alternativas)

� bajos costos de inversión inicial y menores costos de
operación (no requieren O

2
)

� producción de metano (uso potencial como combustible)

� bajos requerimientos de nutrientes (menor que en el
sistema aerobio)

La figura 6 resume las similitudes y diferencias entre la
degradación natural, en el suelo mismo de restos orgáni-
cos y la dirigida por el hombre desde muy antiguo, para
conducir y acelerar  los procesos degradativos.

Figura 6- Procesos de biodegradación natural y dirigidos
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Preguntas de repaso

1) Analice el concepto de residuo. Y cite ejemplos genera-
dos en establecimientos agropecuarios, en  las ciuda-
des y en los domicilios.

2) Compare los procesos de biodegradación aerobia y
anaerobia de residuos orgánicos sólidos con el ensi-
laje de forrajes.

3) Similitudes y diferencias entre los procesos aerobios y
anaerobios

4) En el caso de un tambo, ¿como se puede realizar
la depuración de los efluentes? ¿Ha visitado algu-
na? ¿Cómo determinaría que el agua puede ver-
terse finalmente al suelo o a causes de agua (ríos,
arroyos)?

5) ¿Cómo definiría un compost?  Y ¿cómo determinaría
que el mismo está maduro, es decir pronto para su
empleo en agricultura?

6) ¿Qué limitaciones encuentra en la aplicación de este
proceso a mezclas de distintos sustratos que se pue-

Degradación de sustratos orgánicos

             Natural       Dirigida

� Los procesos de degradación de
los residuos orgánicos tienen una
dinámica continua: se trata de
procesos que no se detienen
� Está sujeta a las condiciones
ambientales

� Bajo condiciones controladas,
se logra acelerar la velocidad de
descomposición de residuos
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den reunir en una ciudad?  ¿Se puede lograr un pro-
ducto final de composición similar?

7) ¿Se puede pasar de la escala de camellones (pilas lar-
gas y unos 2 m de altura) de residuos a una escala
industrial? ¿Qué se requiere de infraestructura? Prin-
cipales limitantes.

8) ¿Qué opinión le merece si le ofrecen un biofertili-
zante que presenta: malos olores, pH ligeramente
ácido y más N-amonio en relación a N-nitrato?

9) Los biodigestores anaerobios pueden diseñarse  en

tamaños pequeños para ser aplicados  en la indus-
tria. ¿Qué debe contener el llamado reactor?  ¿Los
tiempos en que ocurren las distintas etapas micro-
biológicas pueden descender?

10) ¿Cómo evaluaría la calidad de un biofertilizante?
11) ¿Qué exigencias mínimas se le debe exigir a estos

productos?
12) Compare estos procesos de biodegradación (aero-

bia y anaerobia) con la degradación natural, en la
naturaleza.
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de presión con lo cual sube el nivel de la misma. Al usarse
el biogás la presión de la cámara baja y el líquido entra
nuevamente al cuerpo principal.

Según las condiciones climáticas se calculan unos 20 días
para que ocurran las diferentes etapas del proceso

En el manejo de grandes volúmenes de residuos domi-

ciliarios e industriales se emplean reactores anaerobios
de distinto diseño que permiten que las 4 etapas del pro-
ceso se realicen rápidamente durante el flujo de líquido
con restos orgánicos (3-5 días). También ocurre el proce-
so en lagunas donde los efuentes permanecen en perío-
dos entre 5 a 30 días.

En resumen: los factores que más influyen en la elección
de un sistema anaerobio son:

� la baja producción de lodo biológico (biomasa) con me-
nores costos de deposición

� altas eficiencias de tratamiento (comparable a otras
alternativas)

� bajos costos de inversión inicial y menores costos de
operación (no requieren O

2
)

� producción de metano (uso potencial como combustible)

� bajos requerimientos de nutrientes (menor que en el
sistema aerobio)

La figura 6 resume las similitudes y diferencias entre la
degradación natural, en el suelo mismo de restos orgáni-
cos y la dirigida por el hombre desde muy antiguo, para
conducir y acelerar  los procesos degradativos.

Figura 6- Procesos de biodegradación natural y dirigidos

Bibliografía

Food and Agriculture Organization  Recliclaje de Ma-

teria Orgánica y Biogás, FAO, 1986, Santiago de
Chile

Kiehl, E. J. Fertilizantes Orgánicos, 1985  Editora Agro-
nómica, Ceres, San Pablo

Lambais; M. R.  Poluçao Organica e seu Controle. En :
Microbiologia do Solo, 1992, Sociedade Brrasileira
de Ciencia do Solo, Campinas (SP): 91-104

Mustin, M. Le compost: Gestion de la matière organi-

que, 1987, François Dubusc (ed),  París: 954 pp.
Soubes, M. Microbiología de la digestión anaerobia. En:

Tratamiento Anaerobio, 1994 III Taller y Seminario
Latinamericano: «Tratamiento Anaerobio de Aguas
Residuales», Universidad de la República, Montevi-
deo: 15-28

Stevenson, F. J. y Cole, M. A. Cycles of Soils, Carbon,

Nitrogen, Phosphorus, Sulfur, Micronutrients,  1999
Wiley & Sons, New York

Zibilske, L. M. Composting of organic wastes. En: Princi-

ples and Applications of Soil Microbiology. 1998,
Sylvia, Fuhrmann, Hartel y Zuberer (eds), Prentice Hall,
N. Jersey: 482-497

Preguntas de repaso

1) Analice el concepto de residuo. Y cite ejemplos genera-
dos en establecimientos agropecuarios, en  las ciuda-
des y en los domicilios.

2) Compare los procesos de biodegradación aerobia y
anaerobia de residuos orgánicos sólidos con el ensi-
laje de forrajes.

3) Similitudes y diferencias entre los procesos aerobios y
anaerobios

4) En el caso de un tambo, ¿como se puede realizar
la depuración de los efluentes? ¿Ha visitado algu-
na? ¿Cómo determinaría que el agua puede ver-
terse finalmente al suelo o a causes de agua (ríos,
arroyos)?

5) ¿Cómo definiría un compost?  Y ¿cómo determinaría
que el mismo está maduro, es decir pronto para su
empleo en agricultura?

6) ¿Qué limitaciones encuentra en la aplicación de este
proceso a mezclas de distintos sustratos que se pue-

Degradación de sustratos orgánicos

             Natural       Dirigida

� Los procesos de degradación de
los residuos orgánicos tienen una
dinámica continua: se trata de
procesos que no se detienen
� Está sujeta a las condiciones
ambientales

� Bajo condiciones controladas,
se logra acelerar la velocidad de
descomposición de residuos

 ➤  ➤

391Microbiología: básica, ambiental y agrícola

den reunir en una ciudad?  ¿Se puede lograr un pro-
ducto final de composición similar?

7) ¿Se puede pasar de la escala de camellones (pilas lar-
gas y unos 2 m de altura) de residuos a una escala
industrial? ¿Qué se requiere de infraestructura? Prin-
cipales limitantes.

8) ¿Qué opinión le merece si le ofrecen un biofertili-
zante que presenta: malos olores, pH ligeramente
ácido y más N-amonio en relación a N-nitrato?

9) Los biodigestores anaerobios pueden diseñarse  en

tamaños pequeños para ser aplicados  en la indus-
tria. ¿Qué debe contener el llamado reactor?  ¿Los
tiempos en que ocurren las distintas etapas micro-
biológicas pueden descender?

10) ¿Cómo evaluaría la calidad de un biofertilizante?
11) ¿Qué exigencias mínimas se le debe exigir a estos

productos?
12) Compare estos procesos de biodegradación (aero-

bia y anaerobia) con la degradación natural, en la
naturaleza.



389Microbiología: básica, ambiental y agrícola

 En el proceso de digestión anaerobia la relación carbo-
no/nitrógeno (C/N) baja, señalando una estabilización del
producto, que se asemeja al humus, con la fracción
lignocelulósica no degradada y abundante biomasa mi-
crobiana.

Muchas veces se aprecia un incremento en el porcentaje
de nutrientes presentes en el biofertilizante respecto al
material original. Sin embargo, el efecto principal sobre
los cultivos no es a partir de los nutrientes químicos sino
al proceso activador sobre la población microbiana del
suelo. Asimismo, se mejoran las propiedades físicas del
suelo (que son las que regulan la aireación y la dinámica
del agua).

La aplicación de estos biofertilizantes en los primeros cen-
tímetros del suelo puede aportar en promedio:

N-NH4+ 252-280kg/ha sujeto a rápida mineralización

N-orgánico 336kg/ha liberado lentamente en la
degradación

P total 200-336kg/ha (80% en la fracción orgánica)

K total 45-90kg/ha

Los valores varían de acuerdo a la fuente, al tratamiento
y otros factores, pero se aprecia que la cantidad de nitró-
geno aplicada en este ejemplo excede a los requerimien-
tos vegetales, la misma tendencia se aprecia con los mi-
nerales, lo que refuerza la idea de aplicar controles en las
dosis y en el manejo del suelo cuando se aplican estos
biofertilizantes.

Biodigestores rurales

La figura 5 muestra los dos tipos más frecuentes de biodi-
gestores empleados en establecimientos agropecuarios,
el hindú y el chino. En el modelo hindú, el biogás forma-
do se va acumulando bajo la campana que se eleva (flo-
ta) a medida que avanza el proceso. El biodigestor se carga
por una caja de entrada y se descarga por una caja de
salida. Todo el sistema se maneja con el principio de va-
sos comunicantes o sea que el volumen que entra por la

caja de carga sale por la caja de descarga y el biodigestor
mantiene siempre el mismo nivel. La presencia de una
pared divisoria central hace un efecto de reciclaje dentro
del biodigestor.

El biogás es transportado por cañerías hasta el lugar don-
de se emplea (calefacción del tambo, luz) e incluso se
envasa en cilindros para usos familiares o como combus-
tible para vehículos.

Figura  5 - Modelos de biodigestores
a) hindú, b) chino

El modelo chino requiere un diseño más preciso y posee
gran resistencia estructural y su vida útil puede sobrepa-
sar los 20 años. Consta de caja de carga del material (es-
tiércol y agua), una estructura prIncipal cerrada y una cá-
mara compensatoria de presión que es a la vez la caja de
salida del material degradado. El gas se acumula en la
bóveda con lo que aumenta la presión interna que hace
que el contenido se desplace a la cámara compensatoria
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(Methanosarcina), una capa S y seudomureína (Me-

thanothermus) y diferente composición lipídica en la
membrana lo que las hace muy resistentes a pH ba-
jos, altas temperaturas.

� son anaerobias estrictas y requieren concentraciones
de oxígeno menores de 5 mg/L en el cultivo

� el pH óptimo de la mayoría de las cepas aisladas es de 7

� temperatura: existen cepas mesófilas y termófilas

� son los únicos microorganismos capaces de gene-

rar metano y poseen enzimas exclusivas como hidro-

genasas con cofactores como el F
420

 y F 
430

, que fluore-
ce con luz ultravioleta de 420 nanometros y permite asi
visualizar células y colonias de estos organismos. Es-
tas metaloproteínas determinan mecesidades especia-
les de Ni, Fe, Co y Se. No presentan metabolismos alter-
nativos.

� Por los sustratos que pueden degradar se dividen

en:

1. hidrogenotróficas, capaces de producir metano a partir
de H

2
 y CO

2
:

CO
2
 + 4H

2
             CH

4
 + 2H

2
O

2. aceticlásticos, que producen metano y anhídrido car-
bónico a partir de acetato

ácido acético             CH
4
 + CO

2

3.  metilótrofos, que metabolizan compuestos como me-
tilaminas y metilsulfuros

metilamina             0,5 H
2
O + 0,75 CH

4
 + 0,25 CO

2

dimetilamina + H
2
O             1,5 CH

4
 + 0,5 CO

2
 + NH

3

trimetilamina + 1,5 H
2
O       2,25 CH

4
 + 0,75 CO

2
 + NH

3

El mayor número de especies de bacterias metanogéni-
cas pertenecen al primer grupo, y las más frecuente son
Methanobacterium, Methanospirillum y Methanobrevibac-

ter. Muchas de ellas a su vez pueden emplear también
formiato, algunas pocas isopropanol e isobutirato.

ácido fórmico             0,25 CH
4
 + 0,75 CO

2
 + 0,5 H2O

metanol                       0,75 CH
4
 + 0,25 CO

2
 + 0,5 H

2
O

El género Methanosarcina es el más versátil entre los
metanogénicos, ya que posee especies capaces de em-
plear H

2
, metilaminas y acetato. Los microorganismos

metanogénicos son sensibles a sustancias tóxicas como
sales de metales pesados, detergentes, desinfectantes y
antibióticos, por lo que se debe prestar atención especial
a este aspecto en el momento de cargar el biodigestor.
Asimismo el amoníaco y el sulfuro resultan tóxicos a nive-
les superiores de 100 y 150 mg por litro, respectivamente.

La bioquímica y microbiología dentro del biodigestor deben
ser tenidas en cuenta para el manejo del mismo. Por ejem-
plo, si aumenta la concentración de hidrógeno en el siste-
ma, se detiene el metabolismo de las bacterias producto-
ras de hidrógeno que también metabolizan butirato, propio-
nato y ácidos grasos de cadena larga. En estas condicio-
nes el biodigestor se acidifica y disminuye la producción de
biogás, por lo que se debe interrumpir el ingreso de nuevo
sustrato orgánico para restablecer el equilibrio original.

Biofertilizante

El efluente de la digestión anaerobia en los biodigesto-
res se denomina biofertilizante. Es un producto muy apto
para ser usado como fertilizante orgánico e inclusive
muchos establecimientos agropecuarios instalan biodi-
gestores con el fin primario de obtener un fertilizante
orgánico complejo, cuya composición variará de acuer-
do al material orgánico.

 En los casos comunes de biodigestores rurales se utiliza
estiércol diluído, el biofertilizante resultante es una
suspensión homogénea cuyo valor no está dado en la
cantidad de nutrientes químicos para las plantas (por ejem-
plo nitrógeno o fósforo), sino como activador de la po-

blación microbiana del suelo con la resultante dinamiza-
ción de toda la actividad biológica.

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

 ➤

393Microbiología: básica, ambiental y agrícola

Un nuevo enfoque del ciclo del carbono en los suelos y
aguas ha sido introducido como consecuencia del incre-
mento en el  uso de sustancias orgánicas sintéticas para
el control de plagas.

Generalmente estas sustancias se denominan xenobió-

ticas (xeno= extraño, biótico= vida).

Son compuestos orgánicos o minerales sintéticos, con
estructura y comportamiento en el ambiente diferentes a
las de la mayoría de las  sustancias orgánicas naturales.
Son introducidos en el ambiente por actividades del hom-
bre a concentraciones que provocan efectos indeseables.
Estos compuestos pueden ser degradados por reaccio-
nes abióticas y bióticas. Estas últimas, las microbianas,
son más significativas en el ambiente ya que los sistemas
enzimáticos aceleran el proceso de degradación y pue-
den conducir a una completa degradación o mineraliza-
ción del agente polucionante.

Algunos de estos compuestos son liberados al ambiente
por el hombre con el objeto de controlar plagas, caso de
los pesticidas, o agrotóxicos, cuya persistencia y trans-
formaciones reflejan su eficacia como producto y su peli-
gro potencial para la microflora y la calidad del ambiente.
Más de 1.000 de estos compuestos están registrados,
desde moléculas simples como el bromuro de metilo
(CH

3
Br) hasta moléculas muy complejas como el aldrín.

Cerca del 97% son herbicidas, insecticidas y fungicidas
que representan 65, 25 y 7% respectivamente. Los res-
tantes 3% corresponden nematicidas, acaricidas, etc.
Otros son los aditivos en los plásticos (ftalatos), coloran-
tes usados en teñidos de prendas de vestir y alimentos,

22 Degradación de xenobióticos

impurezas en formulaciones de pesticidas (dioxinas clo-
radas) y solventes halogenados.

Otros xenobióticos provienen de la industria manufactu-
rera, efluentes de industrias, aguas residuales, actividad
de minas, de las industrias petrolera, del papel, agrícola.
Los compuestos orgánicos: sintéticos e introducidos con-
tinuamente o los naturales, formados en la biosfera, se
pueden dividir en dos categorías según su persistencia
en el suelo:

Los biodegradables y aquellos que son resistentes a la
biodegradación y se conocen como recalcitrantes o re-

fráctiles que se degradan muy lentamente o no la hacen.
La separación entre ambos grupos es muchas veces arbi-
traria, ya que ciertas moléculas orgánicas pueden ser bio-
degradables bajo ciertas condiciones del suelo, pero no en
otras. Muchos compuestos sintéticos derivados de alcanos
o simples compuestos aromáticos son más lentamente de-
gradados en sedimentos de suelos inundados o bajo con-
diciones anaerobias, en relación a suelos bien aereados, lo
que se explica por la necesidad del O

2
 en las reacciones

enzimáticas responsables de su degradación.

Se reconocen categorías en las sustancias recalcitrantes:
1- compuestos muy recalcitrantes
2- los que son sólo lentamente biodegradables
3- compuestos que pueden ser utilizados rápidamente por

cultivos microbianos en el laboratorio,   pero que no se
sabe si lo pueden hacer en la naturaleza

4- compuestos aptos para microorganismos en cultivos
axénicos y en uno o más habitats microbiano, pero que
son persistentes en ciertas ocasiones.
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co y bacterias anaerobias estrictas como Clostridium, Bac-

teroides, Propionibacterium. Las enterobacterias como E.

coli poseen la enzima formiato liasa responsable de la
generación de H

2
 a partir de formiato, pero tal vez su rol

fundamental es la remoción del O
2
. Las bacterias lácticas

producen ácido láctico y a veces etanol y CO
2
, a partir de

azúcares. Propionibacterium fermenta ácido láctico con li-
beración de H

2
 y acetato, o acetato y propionato.

Bacterias acetogénicas reductoras obligadas
de protones

Son las conocidas bacterias sintróficas obligadas que se ca-
racterizan por su imposibilidad de crecer en cultivo puro. Ne-
cesitan asociarse estrechamente a microorganismos consu-
midores de H

2
. En el laboratorio se las mantiene junto a una

bacteria metanogénica hidrogenofílica, o a una sulfatoreduc-
tora en presencia de sulfato, que en estas condiciones fun-
ciona como consumidor de H

2
. Los sustratos naturales que

oxidan son ácidos grasos saturados, etanol y benzoato. Al-
gunas de las reacciones de las que generan energía:

etanol + H
2
O= acetato- + 2H

2
 + H+

butirato- + 2H
2
O = 2acetato- + 2H

2
 + H+

No pueden transferir los equivalentes de reducción del
NADH a ningún aceptor externo que no sean los proto-
nes. Algunas especies conocidas: Syntrophobacter woli-

nii que usa propionato y crece en cocultivo con Desulfovi-

brio, Syntrophomonas sapovorans, crece con ácidos gra-
sos de C

4
 a C

18
 asociada con Methanospirillum.

Bacterias sulfatoreductoras

Emplean los productos de las fermentaciones como sus-
tratos en la reducción de sulfatos a sulfuros, de la cual
obtienen energía. Se dividen en dos grupos:

� oxidantes completos que liberan CO
2
, H

2
O y S=, pue-

den degradar ácidos orgánicos de hasta 18 carbonos

� oxidantes incompletos: liberan acetato, CO
2
, S=, algu-

nas propionato y butirato, que en general no pueden
seguir degradando

La reducción del sulfato a sulfuro es más favorable termo-
dinámicamente que la producción de metano. Si existe alta
disponibilidad de sulfatos proliferarán estas bacterias con
consecuencias negativas: van a emplear el H

2
 (sustrato de

las metanogénicas) y producen sulfuros, tóxicos a concen-
traciones  elevadas e indeseable en el gas de salida.

En virtud del elevado número de bacterias sulfatoreductoras
que existen en los reactores anaerobios y en los biodigesto-
res rurales, aun en asusencia de sulfato (pueden metabolizar
lactato dando acetato, CO

2
 y H

2
), se postula que ejercen im-

portante rol como acetogénicas deshidrogenantes.

Bacterias acetogénicas

Son las que crecen a expensas de la reacción:

H
2
 + 2CO

2
 = acetato + H

2
O + H+

Pertenecen a géneros diversos como Acetobacterium,

Acetogenium y Clostridium. También pueden realzar otros
metabolismos y sólo un 10% del carbono en los reactores
sufrirá esta transformación.

Bacterias desnitrificantes

Estas bacterias que obtienen energía de la oxidación de
compuestos orgánicos y compuestos de azufre reducido
e H

2
, con nitratos como aceptores de electrones, están

presentes en los reactores anaerobios y se les atribuye
junto a las Enterobacterias el rol de remoción del oxígeno
del sistema. Especies del género Pseudomonas son las
más distribuídas en la naturaleza.

Bacterias metanogenéticas

Estos microorganismos tienen características especiales:
� son Arquebacterias, hoy denominadas archae, orga-

nismos muy primitivos que se distinguen de las bacte-
rias típicas por poseer un seudopeptidoglicano en su
pared, algunos géneros poseen recubrimientos exte-
riores solamente proteícos (capa S en Methanococ-

cus), o una capa polisacárida junto a la capa S
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Muchos polímeros sintéticos se encontrarían  en la ca-
tegoría 1.

La lignina es un ejemplo de la segunda categoría ya que
es sustrato para algunos hongos aunque no es desasimi-
lada rápidamente. Ciertos hidrocarburos clorados con
carácter insecticida son ejemplos de la tercera categoría,
ya que muchos son metabolizados en medios de cultivo,
pero su mineralización a CO

2
, H

2
O y Cl

2
 no ha sido de-

mostrado  in situ. En la última categoría se pueden ubicar
algunos hidrocarburos derivados del petróleo y cons-

tituyentes vegetales.

En los últimos 50 años, se han producido en la industria
más de 600.00 toneladas de sustancias orgánicas y se
estima que un 15% han entrado al ambiente (Stevenson y
Cole, 1999).

En términos de cantidad, los xenobióticos orgánicos son
los más numerosos: 114 compuestos han sido designa-
dos por la Agencia de Protección Ambiental de los Esta-
dos Unidos como polucionantes, en 1982. Los más peli-
grosos son los halogenados, especialmente los aromáti-
cos por sus efectos sobre la biocenosis y su carácter re-
calcitrante en el ambiente. Consecuentemente persisten
en el suelo porque no son susceptibles de transformacio-
nes biológicas a rangos normales.

El cuadro 1 muestra algunos ejemplos de compuestos
orgánicos detectados en suelos y que representan poten-
cial peligro para el ecosistema suelo-planta-hombre, mu-
chos se reconocen o sospechan como cancerogénicos o
mutagénicos. Los halogenados aromáticos ejercen efec-
tos negativos en la microflora y son reconocidos recalci-
trantes. Fueron introducidos por el hombre, de modo que
se consideran verdaderos xenobióticos.

Como el suelo es el reservorio último de la mayoría de
ellos, sus efectos sobre poblaciones microbianas y la ac-
ción de éstas sobre estas moléculas resulta de gran im-
portancia en la determinación de sus consecuencias.

Una vez liberadas al ambiente la distribución de estas
sustancias depende de:

� propiedades quimiodinámicas del producto

� propiedades físico-químicas del suelo

� su transferencia en las interfases suelo-agua y suelo-
aire y a través de membranas biológicas

En la mayoría de los casos las sustancias orgánicas bio-
degradables sufren los mismos tipos de reacciones de
ruptura y simplificación que las sintéticas, a saber: decar-
boxilación, desaminación, hidroxilación, ß-oxidación e hi-
drólisis de enlaces éster. Procesos bióticos y abióticos
pueden transformar a los productos alterando su estado
químico y consecuentemente su toxicidad y reactividad.
Idealmente se espera su conversión a:

� CO
2
, H

2
O, minerales

� sustancias menos tóxicas

Pero se pueden formar productos  intermediarios que se
convierten en polucionantes tóxicos.

Las propiedades físicas y químicas de la molécula del
polucionante afectan su biodegradación (cuadro 2). La
mayoría de los compuestos orgánicos poseen grupos hi-
droxilos y carboxilos (–OH y –COOH) que son rápidamente
oxidados.

Cuadro 1 – Ejemplo de importantes xenobióticos
orgánicos

Tipo Ejemplos

Alifáticos (halogenados) tricloroetano, tricloro metano,
cloruro de metilo, tetracloetano

Alifáticos(no halogenados) acilonitrilo, tolueno, benceno,
 nitrobenceno,fenol cresol

Aromáticos (halogenados) pentaclorofenol, clorobenceno
hexaclorofenol, diclorobenceno

Policíclicos(no halogenados) naftaleno, benzopireno,
antraceno, bifenil, fenantraceno

Policíclicos (halogenados) bifenilos policlorados (PCBs)
Pesticidas lindano, toxafeno, DDT, 2,3-D

dieldrin, heptaclorobenceno
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principales productos finales de la hidrólisis y la fermenta-
ción son CO

2
, H

2
, propionato, acetato y butirato.

Existen bacterias que degradan el propionato y el butirato
llevándolo a acetato, H

2
 y CO

2
. Estas bacterias actúan sinérgi-

camente (sintrofia) con otros microorganismos que consu-
men el H

2
 producido y de esta forma permiten que se esta-

blezca el primer grupo (que es inhibido por el hidrógeno).

La metanogénesis (respiración anaerobia) es la última
etapa de la cadena trófica y las bacterias metanogénicas
producen CH

4
 por la siguiente reacción:

CO
2
 + 4 H

2
                  CH

4
 + 2 H

2
O

   Como se observa consumen hidrógeno, por lo que po-
seen un papel regulador en el biodigestor.

También se puede producir metano a partir de acetato
(metanogénesis acetoclástica).

CH
3
 COOH                 CH

4
 + CO

2

Figura 4- Esquema de las etapas de la digestión anaerobia

Población microbiana

Dentro del biodigestor coexisten distintos grupos de microor-
ganismos: bacterias, hongos y protozoarios (Soubes, 1994).

Cada biodigestor es diferente ya que debido a que las in-
teracciones entre los microorganismos son múltiples y comple-
jas, en cada uno se alcanzarán poblaciones distintas.

No se puede hacer consideraciones taxonómicas gene-
rales pero es importante conocer los grandes grupos fi-
siológicos de microorganismos presentes. Los microor-
ganismos se agrupan de acuerdo a las reacciones que
emplean en la generación de energía y se relacionan a su
vez con el consumo y producción de hidrógeno.

 La clasificación se esquematiza en el cuadro 11.

Cuadro 11 - Microorganismos en biodigestores
anaerobios

Grupo Características

Productores de hidrógeno

hidrólisis de biopolímeros, fermentación de azucares, aminoácidos,
ácidos grasos (bacterias, hongos, protozoos)

� anaerobias facultativas consumen el O
2
 presente

� anaerobias estrictas actúan a bajo nivel de O
2
,

fermentativos

� aerotolerantes actúan en presencia de O
2
,

bacterias lácticas

Bacterias sintróficas: acetogénesis y deshidrogenación

� anaerobias obligadas: requieren siempre de otro microorganis-
mo para crecer

� anaerobias facultativas: pueden crecer en cultivo puro

Consumidores de hidrógeno

Bacterias metanogénicas, anaerobias estrictas, productoras de
CH

4
, crecen sólo con menos de 5 ppm de O

2

Bacterias hidrolíticas y fermentadoras

Se encuentran bacterias anaerobias facultativas como las
enterobacterias, las aerotolerantes como las del ácido lácti-

 ➤

 ➤

Residuos (proteínas,
polisacáridos)

Hidrólisis biopolímeros

Monómeros (azúcares,
aminoácidos)

Acetato

Fermentación

Propionato
CO

2 
+ H

2

Acetato CO
2 
+ H

2

Acetato

Metanogénesis

CH
4

 
➤

 
➤

 
➤

 
➤

 
➤
 

➤

 
➤

 ➤

 
➤  

➤
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 Cuadro 2- Propiedades que alteran la
biodegradación de compuestos orgánicos

contaminantes

1 Carencia de oxígeno en su molécula (hidrocarburos)

2 Enlaces saturados (hidrocarburos alifáticos no satura
dos y los aromáticos tienden a ser más rápidamente ata-
cados que los no saturados)

3 Longitud de la cadena, los hidrocarburos alifáticos con
cadenas laterales cortas son más rápidamente degra-
dados que los hidrocarburos de más alto peso molecular

4 La polimerización de la molécula limita su biodegrada-
ción

5 Su escasa solubilidad en agua (moléculas hidrofóbicas)

6 La estructura y número de anillos aromáticos

7 El incremento de la ramificación de la molécula disminu-

ye la biodegradación

8 El número y la posición de grupos halógenos, nitro,ami-
no, sulfonato

9 El entrecruzamiento con otras moléculas impide llegar a
las enzimas (complejo ligno-celulósico)

10 Volatilización

11 Solubilidad en agua

12 Moléculas orgánicas unidas a arcilla son más resisten-
tes a la degradación (1g de la arcilla montmorillinolita
presenta  600 m2 de área superficial)

13 El complejo arcilla/humus puede  inactivar exoenzimas
(celulasa) o adsorber al sustrato

14 Ambientes extremos: temperatura, sequedad, pH, altas
concentraciones de sal

15 Restricciones fisiológicas: carencia de las enzimas re-
queridas. Transporte de la sustancia en el suelo, limita-
ción  de nutrientes esenciales (N, S, P. etc.)

Un concepto muy popular en el pasado, antes de la déca-
da del 60, sostenía que esencialmente “toda sustancia

orgánica introducida en la biosfera debería ser meta-

bolizada por los microorganismos en un período de

tiempo razonablemente corto”. Este concepto actual-
mente no es del todo correcto ya que vimos que hay sus-
tancias sintéticas recalcitrantes y que persisten en el sue-
lo en ciertas condiciones por largos períodos, como son
los  bifenilos policlorados, ciertos pesticidas (sobretodo

los clorados), plásticos y polímeros sintéticos relaciona-
dos y un conjunto de derivados de la industria.

Convención de Estocolmo sobre contaminan-
tes orgánicos persistentes (COP)

El Convenio de Estocolmo surgió luego de largos años de
negociaciones que permitieron alcanzar un compromiso
de los países para eliminar a los llamados COP. Comen-
zó a regir en 2004 y la primera Conferencia de los países
miembros, que tuvo lugar en Punta del Este, Uruguay, en
mayo de 2005 definió en un principio  los 12 los productos
considerados “sucios” (cuadro 3) y sobre los que se pien-
sa que deben tomarse medidas urgentes para erradicar-
los del planeta en un plazo que los expertos  no pueden
precisar. La lista de estos productos genera desechos al-
tamente peligrosos para la salud humana y pueden pro-
vocar su muerte o generar enfermedades y malformacio-
nes tanto en el hombre como en otras especies animales.

Cuadro 3- Contaminantes orgánicos persistentes
(COP)

Aldrin Plaguicida usado en varios cultivos

Bifenilos policlorados Compuestos usados como aditivos en
productos de la industria gráfica, entre
otras

Clordano De uso agrícola

DDT Uno de los más conocidos insecticidas,
con numerosas aplicaciones

Dieldrin Insecticida, contra termitas

Dioxinas Generadas por combustión en la fabri-
cación de plaguicidas, entre otros

Endrin Insecticida empleado en algunos cultivos
y contra roedores

Furanos Compuestos producidos por diversas
emisiones  como incineradores y auto-
móviles

Heptaclorobenceno Insecticida

Hexaclorobenceno Herbicida, contra malezas

Mirex Insecticida y usado también en produc-
tos plásticos

Toxafeno Insecticida usado en ciertos cultivos de
cereales y hortalizas
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Cuadro 9 - Efecto del agregado de compost en
cultivo de maíz

Con compost Sin compost

Rendimiento kg/ha 7.750a 5.850b

Interacción del compost x dosis de N-urea (kg/ha)

Dosis de N 0 50 100 150 200
Con compost 7750 9940 10470 10830 10880
Sin compost 5850 8750 9640 10740 10470

Como se aprecia globalmente sobre todas las parce-
las, el efecto de la enmienda fue favorable (a 10% de
confianza), sobretodo sin fertilización o con bajas do-
sis de nitrógeno. El agregado de compost economiza
unos 50kg de N-urea/ha, como surge de los datos del
cuadro 9.

El cuadro 10 compara estos procesos controlados con la
degradación de la materia orgánica realizada en la natu-
raleza en condiciones naturales.

Cuadro 10-  Diferencias entre degradación de
la materia orgánica en el suelo y en el

compostaje

� La concentración de nutrientes es mayor en el compost

� La estructura del suelo no permite la liberación brusca de
calor (el mismo se disipa y la temperatura no sube)

� Los organismos termófilos no se incrementan en el suelo
como lo hacen en los compost

� La velocidad de los cambios es muy diferente (45-200 días
en el compost, años en el suelo)

� La acción del viento y el mezclado facilita la degradación
en el compost

� Mayor diversidad de materiales compostados

� Baja carga contaminante y remoción de semillas de male-
zas en el compost

Biodegradación anaerobia
de restos orgánicos

La digestión anaerobia consiste en una serie de procesos
de degradación microbiana de la materia orgánica en au-
sencia de agentes oxidantes (O

2
, NO

3

–
, S0

4
=).

Como productos finales de esta degradación se produ-
ce una mezcla de gases (biogás) con predominio de
metano (CH

4
) usado como combustible y materia orgá-

nica estabilizada, el biofertilizante, activador de la po-
blación microbiana y mejorador de las propiedades físi-
cas del suelo.

Interviene en este proceso una población microbiana muy
heterogénea que actúa en una cadena alimentaria. Uno
de los grupos terminales de esta cadena son las metano-

bacterias, responsables de la producción de gas meta-

no, usado como combustible. El sustrato que entra a los
biodigestores rurales está compuesto principalmente por
estiércol u otras materias orgánicas diluídas: una mezcla
compleja de celulosa, hemicelulosa, lignina, proteínas, lí-
pidos, minerales, etc.    Los microorganismos utilizan es-
tos compuestos para obtener energía y como fuente de
carbono, mineralizando cada vez más los restos orgáni-
cos hasta alcanzar un equilibrio. En la digestión anaero-
bia se distinguen cuatro etapas (figura 4).

� Hidrólisis de biopolímeros

� Fermentación

� Acetogénesis y deshidrogenación

� Metanogénesis

Hidrólisis: la primera etapa de la degradación de la ma-
teria orgánica es llevada a cabo por enzimas hidrolíticas
de múltiples microorganismos que utilizan los compues-
tos de la  hidrólisis. Posteriormente actúa otro grupo que
ataca los productos resultantes de la acción del primer
grupo y asi sucesivamente conformando una cadena tró-
fica con una población microbiana en equilibrio.

La fermentación es la fuente de energía en las condicio-
nes de anaerobiosis y de falta de luz de este sistema. Los
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Precisamente, el citado Convenio de Estocolmo apunta
sus esfuerzos en dotar a los países que lo necesiten de
asistencia tanto técnica como financiera para disminuir en
primera instancia las emisiones nocivas de los COP y se
intenta que la Organización de las Naciones Unidas (ONU)
impulse la eliminación de al menos estos 12 contaminan-
tes persistentes, mediante la prohibición de su produc-
ción, exportación e importación.

Efecto sobre la microflora del suelo

El efecto de  estas sustancias en segmentos de la pobla-
ción dependerá de:

� su composición química, dosis, métodos de aplicación

� parámetros físico-químicos del ambiente, como pH, tem-
peratura, agua

No existen muchos datos cuantitativos sobre las transfor-
maciones de muchos de estos productos tóxicos, salvo,
quizá, lo referente a los pesticidas, sobre los cuales las
investigaciones son más abundantes. Los xenobióticos
interfieren con procesos importantes como:

� fotosíntesis

� metabolismos oxidativos

� síntesis celulares

� algunos, como los derivados clorados actúan sobre la
composición de la membrana celular, alterando su per-
meabilidad y la fisiología celular

Los métodos empleados para estudiar sus efectos son
los clásicos en estudios de ecología microbiana (capítulo
8) y Anexo práctico, pero en las últimas revisiones sobre
el tema se destaca la necesidad de estandarizar las técni-
cas que reflejan los efectos de estas sustancias sobre gru-
pos y procesos microbianos de importancia para la conti-
nuidad de los ciclos de los elementos en la naturaleza.

Pesticidas

 Su empleo se ha incrementado en los últimos años y tan-
to la agricultura moderna, como la conservación de frutas

y verduras para la exportación, la lucha contra insectos,
etc. liberan en los ecosistemas naturales grandes canti-
dades de sustancias de lenta biodegradación.

 Las investigaciones sobre el efecto de muchos de estas
sustancias en las comunidades microbianas naturales y
sobre los mecanismos de degradación se han estimulado
por los riesgos reales o potenciales asociados con el em-
pleo indiscriminado de los xenobióticos.

Los pesticidas son sustancias químicas destinadas al con-
trol de poblaciones no deseadas (pestes), de muy distin-
tos grupos taxonómicos y se caracterizan por los organis-
mos que atacan: insecticidas, nematicidas, herbicidas,

fungicidas. Otros, destinados a la supresión de roedores
y moluscos, han recibido menos atención.

En muchos países no se llevan estadísticas sobre el uso de
estas sustancias y debemos remitirnos a las cifras sobre
sus importaciones. El empleo masivo de herbicidas selecti-
vos comenzó hacia la mitad de la década del 40, luego del
descubrimiento del 2,4-D, pero el control químico de male-
zas está aún poco desarrollado, si se lo compara a los lo-
gros en el mejoramiento vegetal y con otros aspectos de
las ciencias del suelo. Se pretende lograr que un agente
químico específico actúe selectivamente sobre una deter-
minada planta. Los métodos de control de malezas son
numerosos: físicos o mecánicos (competencia por el culti-
vo, rotaciones), biológicos, químicos, el fuego, etcétera.

Muchas de estas sustancias, sobre todo los herbicidas,

se aplican directamente en la superficie o llegan a las ca-
pas superficiales del suelo, otros se pulverizan sobre el
follaje, pero se ponen en contacto con los microorganis-
mos al caer las hojas o cuando las plantas mueren. Estas
aplicaciones pueden alcanzar zonas vecinas cuando las
moléculas son volátiles. El agua de riego puede contami-
narse, constituyendo ésta otra vía de entrada al suelo.

Las interacciones entre los pesticidas y los microorga-
nismos serán analizadas desde dos puntos de vista:

� sobre los microorganismos: estas sustancias pueden
afectar habitantes no patógenos de los ecosistemas natu-
rales, o sus interacciones con el consiguiente efecto sobre
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Vermicompostaje

Constituye una variación en la tecnología del compostaje
en la cual se utilizan lombrices para acelerar la degrada-
ción de la materia orgánica. La lombriz trabaja cavando
galerías en el suelo o en el compost, moliendo y humede-
ciendo partículas en el tubo digestivo (acción más mecáni-
ca que biológica).

Sus excrementos están formados por agregados de tie-
rra, materia orgánica digerida y secreciones intestinales
y urinarias, de más fácil asimilación por las raíces que
reciben el nombre de coprolitos. Estos son más neu-
tros que los suelos, pobres en arcillas y ricos en materia
orgánica, nitratos, P, K, Ca y Mg, presentando alta CIC

(capacidad de intercambio catiónico), saturación en ba-
ses y alto porcentaje de humedad. El cuadro 8 resume
las características del proceso y la figura 3 muestra un
cantero de vermicompostaje.

Cuadro 8- Vermicompostaje

➢ el material se dispone en canteros
* ancho: 1-1.20 m
* altura: 0.30-0.40 m
* largo: variable

➢  material picado y bien mezclado (puede ser pre-
compostado)
* sustrato recomendado: estiércol, restos de café,
   té y yerba
* evitar:  ajo, cebolla, residuos cítricos

➢  humedad: 60-80%

Para la elaboración del vermicompostaje pueden utili-
zarse una gran variedad de sustratos, las lombrices pre-
fieren los estiércoles pero atacan cualquier tipo de ma-
teria orgánica, siempre que no sea muy ácida o muy olo-
rosa.  El vermicompostaje es una técnica competitiva
frente a compostaje tradicional aunque presenta algu-
nas desventajas:

� necesita más mano de obra

� el material debe estar triturado para una mayor eficien-
cia en la degradación

� necesita de una mayor área: 1000 m2 para producir 100
ton de compost por día

� no presenta fase termófila, que mataría a la fauna

La descomposición de la materia orgánica es realizada
por los microorganismos del tracto digestivo de las lom-
brices.

Figura 3- Producción de vermicompost

En resumen: el empleo de compost o vermicompost en
la agricultura es muy ventajoso, funcionan como fertili-
zantes nitrogenados de liberación lenta con acción resi-
dual prolongada, de modo que se incrementa la eficien-
cia de absorción por las plantas, con mayores produc-
tividades al compararla con el empleo de fertilizantes
nitrogenados solubles. Su aplicación puede incrementar
la retención de agua en el suelo.  Prácticamente todos
los restos orgánicos generados y acumulados en esta-
blecimientos agropecuarios son capaces de estabilizarse
mediante este proceso microbiano.

El cuadro 9 presenta los resultados del agregado de 20
toneladas de compost por hectárea sobre el rendimiento
de maíz, en un suelo arcilloso calcáreo, con cultivo ante-
rior de trigo y con riego.
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procesos benéficos (degradación de materia orgánica, ni-
trificación, fijación del N

2
, solubilización de fosfatos)

� sobre los pesticidas: los microorganismos de estos
ambientes metabolizarán a estas sustancias (la mayo-
ría son orgánicas) por distintos mecanismos, los que
sumados a las otras causas abiológicas de alteración,
contribuyen a disminuir sus efectos tóxicos.

Como generalización, se piensa que:

� los compuestos de amplio rango, como los fumigan-
tes, fungicidas, parecen afectar negativamente todos
los procesos biológicos, al menos temporariamente.
El mismo efecto se encontró con la mayoría de los
metales pesados

� herbicidas, insecticidas, son menos perjudiciales para
la microflora y en algunos casos, pueden estimularla.

Entre los procesos: la nitrificación es altamente sensible,
mientras que la mineralización del nitrógeno es bastante
resistente.

La eficacia de un pesticida se determina por la dosis le-

tal, que asegura la muerte de la población entera y la dosis

letal 50 (DL 50), que elimina al 50% de los componentes
de la población. En respuesta al efecto causado por los
pesticidas, los microorganismos muestran gran adaptabi-
lidad, evidenciada por el rápido restablecimiento de la
actividad metabólica.

Los mecanismos pueden ser:

� reemplazo de especies sensibles por otras tolerantes,
muy frecuente en el caso de especies de rhizobios

� por una rápida recolonización del ambiente luego de los
tratamientos biocidas

Evaluación de efectos inhibidores o tóxicos

Numerosos estudios se han realizado en torno a los efec-
tos laterales de los pesticidas sobre los microorganis-
mos y sobre sus interacciones. La aplicabilidad de estos

resultados obtenidos a nivel de laboratorio a las condi-
ciones naturales de campo, resulta muchas veces difícil
porque:

� los estudios fueron realizados bajo condiciones muy di-
versas, muchas veces no correctamente explicitadas en
los trabajos

� en ambientes y tipos de suelos muy diferentes

� falta de información sobre la formulación de productos
comerciales y sus aditivos, que pueden afectar a la po-
blación en mayor grado que el producto mismo.

El efecto de un pesticida sobre la microflora se evalúa
frecuentemente en el laboratorio, bajo condiciones con-
troladas. En estos casos la determinación de la dosis que
actúa sobre los organismos resulta difícil de precisar, so-
bre todo con pesticidas volátiles.

Cuando las sustancias son fuertemente adsorbidas en los
coloides del suelo, se pueden acumular altas concentra-
ciones en las capas superficiales. La concentración pue-
de ser más alta en la zona de la corona, por movilización
del producto por los tallos. En esa zona la actividad bioló-
gica es grande y actúan gran número de patógenos.

Con sustancias muy adsorbidas, se emplean dosis altas
en los modelos experimentales, como reflejo de la prácti-
ca de campo.

El estudio de la biodegradación de sustancias con ca-
rácter biocida no es sencillo en aguas, suelos, alimentos,
ya que muchas veces las concentraciones son muy ba-
jas, del orden de las partes por millón (mg/kg).

Métodos
Químicos: se deben emplear técnicas muy sensibles: cro-
matografía en fase gaseosa o líquida, espectrofotometría
con luz ultravioleta, para detectar trazas de pesticidas o
de sus intermediarios en la degradación.

Biológicos: actividad respiratoria, el desprendimiento
de CO

2
 o el consumo de O

2
 de muestras de suelo o aguas

tratadas con el producto en estudio y algún sustrato cuya
transformación se desea seguir, glucosa, celulosa, bio-



383Microbiología: básica, ambiental y agrícola

maduro está el compost menos O
2
 es consumido. Otro

test es la liberación endógena de calor: compost inma-
duro calienta a 65-70ºC en dos o tres días, uno maduro
no eleva la temperatura a más de 30ºC. No debe conte-
ner fitotoxinas u otros inhibidores de la germinación de
semillas, ni metales pesados.

Se han descrito varias técnicas para evaluar la calidad de un
compost: evaluación de actividades respiratorias y enzimáti-
cas del suelo con y sin aditivos, su  relación C/N,  la presen-
cia de sustancias fitotóxicas, de metales pesados, se anali-
zan también el nivel de sustancias del tipo humus. (Anexo
práctico) y el contenido de nutrientes (cuadro 7)(Zibilske,
1998). Muchos compost son buenas fuentes de nutientes para
los cultivos, con cantidades apropiadas de N, P, S, etc.

Estos productos difieren de los fertilizantes inorgánicos
en que los compost requieren degradación microbiana
para liberar la mayoría de sus nutrientes y ponerlos a
disposición de los vegetales. En los análisis de calidad
se incluye entonces su facilidad de mineralización. Es
necesario esta determinación a los efectos de determi-
nar las dosis a aplicar. Muchas veces estos productos
se acompañan con fertilizantes químicos a los efectos
de brindar nutrientes a los vegetales desde su aplica-
ción.

En promedio, un 10% del compost se mineraliza en el
primer año de aplicación, luego esta tasa cae a 1 a 3%,
asemejándose a la degradación de la materia orgánica

nativa. Como el humus, los compost aumentan la agrega-
ción del suelo, la aireación, infiltración de agua, capaci-
dad de retención del agua y la capacidad de intercambio
catiónica.

La estabilidad del compost es una característica impor-
tante desde el punto de vista del mercado. La descom-
posición activa y continua del compost cuando se agre-
ga al suelo puede inhibir el crecimiento de las plantas
por la reducción del oxígeno y del nitrógeno disponibles
en la zona de las raíces o por la presencia de compues-
tos fitotóxicos.

En resumen: el compostaje de residuos biodegradables
es un excelente camino para reducir la cantidad de resi-
duos a ser incinerados o volcados a causes de agua, o
enterrados y la cantidad de metano liberado a la atmósfe-
ra. Es un proceso esencialmente microbiano que puede
ser controlado por los factores que afectan a los microor-
ganismos intervinientes. La falta de sustratos adecuados,
niveles de humedad o temperatura fuera de los rangos
óptimos y problemas con la difusión del oxígeno al interior
de la pila, son los factores limitantes más frecuentes en el
compostaje.

Se necesitan normas claras  para dirigir la recolección y
el tratamiento de estos residuos, además de buenos con-
troles de calidad y estándares obligatorios a los efectos
de recomendar productos de buena calidad e inocuos para
el hombre y la naturaleza.

Cuadro 7- Propiedades de algunos compost

pH humedad% densidad N% P% K%

(kg/m3)

Desechos municipales líquidos 6-6,5 20-35 772 2,21 0,97 0,27

Estiércol 5,8-7,2 34-61 304-400 0,7 0-0,03 0,02-0,36

Residuos alimenticios - 40 352 0,95 0,13-0,46 0,48-0,89

Sólidos municipales - 45 352-481 - - -
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masa microbiana, por recuentos o por la técnica de fu-
migación-incubación, recuentos de grupos microbianos

que realizan procesos de interés para el ambiente (FBN,
solubilizadores, mineralizantes, etc.), actividad enzimá-

tica: deshidrogenasas, amilasas, fosfatasas, ATPasas,
etc., procesos microbianos, como la FBN, mineraliza-
ción, oxido-reducción, son evaluados antes y después de
la incorporación de  estas sustancias.

Pesticidas en el suelo

La figura 1 presenta un esquema de las posibles vías a se-
guir por un pesticida cuando llega al suelo. Pongamos como
ejemplo el caso de la incorporación de un herbicida. Este se
puede perder por lavado, por degradación en el suelo, o ser
absorbido por los cultivos. El período en que un pesticida
persiste en el suelo es de gran importancia práctica, ya que
refleja el tiempo en que la plaga o peste estará sometida a
control, afectando también la polución del ambiente: acumu-
lación en porciones comestibles de las plantas, en corrientes
de agua, transporte a pájaros vía lombrices, etcétera.

Figura 1- Esquema del comportamiento de un pesticida en el
suelo

La persistencia en el suelo, es decir la duración de la
efectividad de un pesticida, depende de

� su composición química

� de las condiciones del medio: materia orgánica, arci-
llas, pH, humedad, tipo de suelo, etcétera.

En el efecto biológico de un pesticida (B) interviene su
concentración y la duración de su acción.

B = K i ∫cdt

Donde  c es la concentración en un momento dado (dt); K es
un factor que depende del suelo (humedad, coloides, etc.).

La persistencia en ambientes naturales depende de va-
rios factores: la descomposición química y biológica, la
adsorción a coloides, el lavado. la volatilización, la foto-
descomposición, la remoción por vegetales que se cose-
chan.  El cuadro 4 muestra los procesos que en el suelo
afectan a sustancias xenobióticas

Cuadro 4 - Procesos que afectan a xenobióticos
en el suelo

Proceso Factores que inciden

hidrólisis pH
transformación microbiana enzimas degradativas,

condiciones ambientales
apropiadas

volatilización presión de vapor
óxido-reducción Eh
lavado solubilidad
adsorción coeficiente de partición pKa,

solubilidad, tipos de adsorbentes
bioconcentración coeficiente de partición pKa
fijación/adsorción CIC

La estructura de la molécula, la posición y naturaleza de
los grupos funcionales afectan también la persistencia,
como se aprecia en cuadro 5.

Descomposición microbiana

Durante mucho tiempo se pensó que los mecanismos de
degradación de los pesticidas por los microorganismos
eran  similares a los de los animales. Pero a medida que
las investigaciones fueron progresando, se apreciaron las
diferencias:

� en los animales las reacciones conducen sobre todo a
convertir estas moléculas en formas polares y por lo

evaporación                             aplicación                  fotodescomposición

atmósfera                              vegetales

poros del suelo
movimiento capilar y

gravitacional

difusión fijación: arcillas
materia orgánica

difusión

absorción:
plantas

microorganismos
metabolismo y
degradación

química

formación de complejos
con minerales

lixiviación
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pH : el óptimo se sitúa entre 6,0 y 7,5, los vegetales pre-
sentan en general reacción ácida que se puede corregir
agregando cal, ceniza vegetal u otro producto alcalino,
evitando que el pH pase de 8,0.

Humedad: la humedad óptima para máxima eficiencia del
proceso está comprendida entre 60 a 65% en peso para
granulometrías groseras (pajas de cereales) y de 55 a 60%
para granulometrías finas (aserrín, contenido ruminal). La
humedad mínima debe ser de 40%; con humedad inferior
al 12% la actividad biológica cesa y muy altas inducen
anaerobiosis y pérdidas de nutrientes.

Se controla dentro de los límites recomendados por:

� irrigación al montar la pila, si la humedad de los resi-
duos es baja

� remover la pila para provocar evaporación si la hume-
dad es alta

La humedad se debe mantener en el entorno del 50%
durante la  fase inicial y del 30% en la fase final de
estabilización.

Aireación: es importante para que la descomposición sea
aerobia, más rápida y eficiente que la anaerobia. Su con-
trol es una de las tareas más difíciles y costosas. La con-
centración de O

2
 no debe ser inferior al 5 y 10% del volú-

men de los macroporos.

En los digestores cerrados la aireación se hace mecáni-
camente. En las pilas se produce en el mezclado o por
sistemas de aireación forzada.

Temperatura: el calor es la primera información de que el
proceso de descomposición se inició. La ausencia de ca-
lor en los primeros días indica un problema en: baja acti-
vidad microbiana, falta de O

2
 por exceso de agua o mate-

rial de granulometría muy fina. Las altas temperaturas son
consideradas deseables por el hecho de destruir semillas
de malezas y organismos patógenos, la mayoría sensi-
bles al calor.

Se produce una pasteurización del material. Las altas
temperaturas no deben extenderse mucho porque limitan

a la microflora mesófila, coagulan proteínas y provocan
pérdidas de N como amonio. La figura 2 presenta la varia-
ción más frecuente de temperatura durante las distintas
fases del compostaje.

Figura  2- Cambios en la temperatura y el pH durante el
compostaje

Calidad, análisis, estándares y mercados

La aceptación del producto final en el mercado depende
de varios elementos que incluyen: el  precio, la calidad y
consistencia del producto, además de las  garantías de que
el producto no contiene niveles no aceptables de metales
pesados, vidrio, plantas y  patógenos.

La calidad del compost se refiere a las características
físicas, químicas y biológicas, las que condicionan el im-
pacto del producto sobre el ambiente y es  resultante de
la calidad de los materiales iniciales y de la calidad del
proceso de compostaje.

Los estándares tienen en cuenta contaminantes, como
metales pesados y desde el punto de vista microbiano,
la ausencia de microorganismos patógenos. No existen
estándares reconocidos mundialmente para productos
derivados de bioresiduos; los estados miembros de la
Unión Europea y Estados Unidos de América aplican sus
propios estándares. El Uruguay, como en muchos paí-
ses, se encuentra con la necesidad de establecer nor-
mas de calidad para estos biofertilizantes producidos en
el país o importados. La madurez de los productos se
establece frecuentemente por el consumo de O

2
 o la li-

beración de CO
2
 durante su incubación. Cuanto más
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tanto son liberadas y los procesos ocurren en órganos
especializados, como el hígado

� en los microorganismos, el objeto principal es la obten-
ción de energía y muy pocas moléculas (algunos halo-
genados aromáticos usados como insecticidas) no son
atacadas por algún grupo de microorganismo, en el sue-
lo. Se propuso un esquema general sobre la acción de
los microorganismos y de procesos abiológicos, sobre
los pesticidas (cuadro 6).

Cuadro 5 - Influencia de la estructura en la
biodegradación de xenobióticos

Tipo de compuesto Más degradable Menos degradable

o sustituyentes

hidrocarburos alcanos superiores alcanos inferiores
(12 C)
alcanos alcanos de alto PM
alifáticos de alifáticos ramificados
cadenas lineales aromáticos
aromáticos mono policíclicos
y bi cíclicos aromáticos

aromáticos -OH -F
sustituídos -COOH -Cl

-NH
2

-Br
-OCH

3
-NO

2

alifáticos -Cl más 6 C -Cl menos 6 C
clorados                        desde el C terminal

Una microflora especializada es responsable de la degrada-
ción de los pesticidas mediante dos mecanismos diferentes:

I. la sustancia favorece el crecimiento y es empleada
como fuente de carbono, energía y ocasionalmente de
nitrógeno, azufre, etc. El número de especies activas
aumenta y el aislamiento se puede efectuar en medios
de cultivo en donde el pesticida actúa como única fuen-
te de nutrientes. Una vez que el producto es degrada-
do, la población declina

II. cometabolismo: el compuesto no actúa directamente
como fuente de nutrientes, sino que debe emplear otras,

como glucosa, por ejemplo, que al disminuir en el me-
dio inducen las enzimas necesarias para la degrada-
ción del pesticida.

Cuando el nivel de pesticida es bajo en relación a otras
fuentes de carbono, el metabolismo incidental, dentro del
cual se ubica el cometabolismo, es la forma  principal de
actividad microbiana.

Las reacciones catabólicas ocurren sobre todo cuando las
dosis de pesticidas son altas y la estructura química per-
mite su biodegradación y su uso como fuente de carbono.

Cuadro  6 - Metabolismos microbianos sobre
pesticidas

I. Enzimático

A. Metabolismo incidental: los pesticidas no se usan directamente
como fuente de energía.
    1. metabolismo por enzimas generalmente disponibles
       a. enzimas de amplio espectro (hidrolasas, oxidasas, etc.)
       b. enzimas específicas presentes en muchas especies
    2. metabolismo inducido por productos análogos  (cometabolismo)
       c. enzimas que emplean sustratos estructuralmente similares
           a los de los pesticidas.
B. Catabolismo: los pesticidas se emplean como fuente de energía
       d. pesticidas o parte de su molécula son rápidamente usados
       e. deben inducirse enzimas específicas para su degradación
C. Detoxificación.
       f. metabolismo por microorganismos resistentes

II. No enzimático

A. Participación en reacciones fotoquímicas
B. Contribución por cambios de pH
C. Por la producción de reactantes orgánicos o inorgánicos
D. Por la producción de cofactores

Procesos microbianos sobre pesticidas

Mecanismos generales de biodegradación

� detoxificación, conversión de moléculas tóxicas en no
tóxicas

� degradación, o transformación de sustancias comple-
jas en productos simples (puede ser sinónimo de mine-
ralización, con aparición de CO

2
, H

2
O, NH

3
, etc.)
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largo: 2,5 a 3,5 m
altura: 1,5 a 1,8 m, que baja al final de 1/3 a 1/6
ancho: variable, nunca menor de 2 m

El peso disminuye de 50 a 80%, y el volumen total se
reduce entre un 20 y un 60%. La pila nunca puede ser
muy alta, porque se  corre el riesgo de que las capas su-
periores ejerzan presión sobre las inferiores, compactán-
dolas, provocando anaerobiosis y los consiguientes pro-
cesos de fermentación y putrefacción.

En cuanto a la forma, las pilas pueden tener sección trian-
gular o trapezoidal: la triangular es recomendada para estacio-
nes lluviosas, pues favorece el escurrimiento del agua, la
trapezoidal, por el contrario, facilita la infiltración del agua.

Materiales a compostar

En el cuadro 5 se observa la composición de distintos
materiales a compostar y su contenido en nitrógeno y el
cuadro 6 resumen los principales factores que afectan al
proceso de compostaje.

Cuadro 5 - Composición de residuos a compostar

Materiales %N sobre peso seco Relación C/N

Orina de animales 15-18 0.8
Sangre seca 10-14 3
Harina de cuernos 12 ND
Harina de pescado 4-10 4-5
Torta de oleaginosa 3-9 3-15
Lodos cloacales 5.5-6.5 6-10
Fangos activados 5-6 6
Harina de huesos 2-4 8
Cama de aves 4 ND
Pasturas jóvenes 2-4 12
Desechos de cervecería 3-5 15
Estiércol de cerdo 1.9 ND
Estiércol vacuno 1.0-1.8 ND
Paja de trigo 0.6 80
Hojas recién caídas 0.4-0.1 40-80
Restos de remolacha 0.3 150
Aserrín fresco 0.1 500
Papel 0 infinito

ND: No determinado.

Cuadro  6- Factores que afectan el compostaje

* Relación C/N

>30/1 = proceso lento
25-35/1 = óptimo
< 25/1 = pérdidas de nitrógeno

* Aireación

necesaria para la degradación

* Humedad

>60% = ausencia de aire: putrefacción
40-60% = óptima
< 40% = reducción de actividad microbiana
< 12% = cesa la actividad microbiana

Otros: temperatura, granulometría

Principales factores que afectan el compostaje

Relación C/N: cuando la materia prima presenta alta
relación C/N, se corrige agregando materiales ricos en
N (estiércol, camas de animales, tortas vegetales, resi-
duos de matadero, fertilizantes orgánicos nitrogenados,
etc.). Una relación ideal para un compostaje rápido se
sitúa entre 25 y 35/1.

Un compost con materiales de C/N inferior a 30/1condu-
cen a pérdidas de N como amonio, agravadas si el pH
es alcalino. En este caso, se agregan materiales ricos
en C, como pajas, para elevar la relación C/N o tierra,
arcillas o fertilizantes minerales que pueden retener el
amonio.

Al final del compostaje la mayor parte del N está en for-
ma de NO

3

–
 en solución que puede ser removido por el

agua y aprovechado por las plantas. También puede
ocurrir fijación de N

2
 atmosférico por microorganismos

especializados, en compost estabilizados, sin presencia
de N amoniacal.

Granulometría: ésta se adecúa moliendo los materiales
gruesos o agregando restos como pajas en residuos de
granulometría fina como los lodos residuales u otros sus-
tratos con tendencia a compactarse. También se pueden
agregar materiales no degradables, como esferas poro-
sas de arcillas, plástico, goma.
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pueden ser activados. Así, el cianato de potasio y el da-
lapón se hidrolizan lentamente en agua, resultando en-
tonces inefectivos como herbicidas. En suelos en am-
biente anaerobio, la degradación puede ser química y
microbiológica.

Adsorción a coloides

Son retenidos a la materia orgánica (humus) y a la frac-
ción arcilla, y los óxidos e hidróxidos de hierro y alumi-
nio juegan importante rol en suelos pobres en materia
orgánica. En escala descendente de capacidad de ad-
sorción tendríamos: humus > montmorillonita > illita >
caolinita, pero intervienen también la temperatura, el pH,
la capacidad de intercambio catiónico. Los enlaces pue-
den ser de naturaleza física (fuerzas de Van der Waals)
o electrostáticos, por puentes de hidrógeno, sobre todo
en moléculas con grupos -NH, como los fenilcarbama-
tos y las ureas sustituidas. Intervienen también enlaces
en complejos con iones metálicos, inactivándose muchas
moléculas fijadas.

Así, suelos con alto nivel de materia orgánica requie-
ren dosis relativamente mayores de la mayoría de los
herbicidas y suelos arcillosos niveles superiores a los
arenosos. Para predecir las dosis de herbicidas que es
necesario aplicar en varios tipos de suelos, se han de-
sarrollado modelos matemáticos. El nivel de materia
orgánica es uno de los parámetros del suelo que ofre-
ce las mejores correlaciones entre la adsorción de her-
bicidas y propiedades edáficas. El carbón activado, uno
de los materiales absorbentes más potentes, se em-
plea para proteger a las semillas de la acción de los
herbicidas.

Lavado

Los herbicidas de pre-emergencia que se aplican gene-
ralmente en la superficie del suelo pueden ser llevados
por el agua a capas sub-superficiales donde germinan la
mayoría de las semillas de malezas, que son así elimina-
das por estas sustancias. Las semillas grandes deben
sembrarse debajo del área de alta concentración del her-
bicida, o bien ser resistentes a ellos. El grado de lixivia-

O(CH
2
)

3
COOH

Cl

A OH D

Cl                                      Cl              Cl
4(2,4 DB)

B

C
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COOH
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Cl

Cl
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E

CO
2
,H

2
O,Cl-

OCH
3

Cl

A) Simplificación (Flavobacterium)
B) Activación en el suelo
C) Detoxificación (suelo, Arthorobacter)
E) Degradación (Pseudomonas, suelo)

� conjugación o formación de complejos, por reacciones
de adición; el microorganismo combina el pesticida con
metabolitos celulares (adición de aminoácido, ácidos or-
gánicos, metilos, etc.); pueden conducir a bajar la toxi-
cidad

� activación: conversión de un producto no tóxico en
moléculas tóxicas: preparaciones comerciales, como el
herbicida 4 (2,4-DB) que en el suelo se transforma en
metabolito tóxico para malezas (2,4-D)

� cambio en espectro de toxicidad: sustancias espe-
cíficas para un grupo de organismos, se metabolizan
y dan productos que inhiben a otros organismos, como
la conversión en el suelo del fungicida pentacloro ben-
zol en ácido pentacloro benzoico, que actúa como her-
bicida

� simplificación: conversión de molécula no tóxica, que
puede convertirse en pesticida cuando es activada en-
zimáticamente, en producto no tóxico, fácilmente de-
gradado.

La figura 2 reagrupa estos conceptos en el ejemplo del
metabolismo de herbicidas fenoxialcanos.

Figura 2- Pasos iniciales en el metabolismo de herbicidas
fenoxialcanos

Descomposición química

Mediante reacciones de oxidación, reducción o hidróli-
sis se pueden degradar pesticidas, mientras que otros
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ción dependerá de las relaciones de adsorción entre los
herbicidas y el suelo, su solubilidad en agua y la cantidad
de agua que atraviesa el suelo. En base a estos paráme-
tros se puede calcular la dosis requerida en una situación
dada.

Volatilización

Los ésteres del 2,4-D son volátiles y sus vapores pueden
perjudicar a otros cultivos. Estas sustancias se movilizan
en los poros del suelo como los gases, y su concentra-
ción se puede medir por destilación del agua que se eva-
pora en la superficie del suelo. Constituye una pérdida
importante, si se consideran los volúmenes de agua que
se pierden.

Los principales factores que afectan la volatilidad son: el
grado de adsorción al suelo, la temperatura, el viento, la
tensión de vapor.

Fotodescomposición

Muchos herbicidas absorben en el rango del ultraviole-
ta, pero la radiación solar con longitudes de onda meno-
res de 295 nm que llega al suelo es despreciable. El
efecto sobre los biocidas está limitado a la superficie de
suelos y aguas; sólo serán atacados (liberación de elec-
trones, formación de puentes) los pesticidas no incorpo-
rados o los que ascienden por capilaridad en épocas
secas. Puede ocurrir también cierta «sensibilización»:
la energía es absorbida por un intermediario y transferi-
da a la molécula herbicida por colisión, la que es así
dañada. Los productos de la fotodescomposición pue-
den ser similares a los obtenidos por degradación.

Remoción por los cultivos

Ciertos cultivos se siembran con el objeto de absorber
herbicidas persistentes en suelos donde se aplicaron en
altas concentraciones para eliminar toda la vegetación,
para sembrar luego plantas ornamentales. El maíz se usa
para eliminar simazina y atrazina (capítulo 23).

Persistencia en el ambiente

Como hemos visto depende del tipo del suelo, de la calidad
de las aguas, la temperatura, la  humedad, materia orgáni-
ca, coloides minerales, actividad biológica. Se puede eva-
luar en ensayos controlados o de campo. Se citan datos de
que sólo un 27 % de la variabilidad encontrada en las pérdi-
das de Picloram en 11 suelos, en condiciones controladas,
pudo relacionarse a las propiedades de los mismos. El cua-
dro 7 (Stevenson y Cole, 1999) muestra la gran persisten-
cia de insecticidas organoclorados, sobretodo DDT. Como
resultado de su pobre degradación, su empleo está muy
restringido y aun prohibida su producción y distribución. La
fórmula de algunos de los más persistentes pesticidas se
presentan en la figura 3 (Alexander, 1994).

Cuadro 7- Persistencia en el suelo de algunos
pesticidas

Pesticida                                                Persistencia en el suelo

Meses Años

Insecticidas fosforados  3
Herbicidas con ácidos alifáticos y carbamatos  3
Herbicidas con grupos nitrito, fenoxi, toluidina  6
Herbicidas con ácido benzoico, amidas 12
Herbicidas derivados de la  urea, triazina, picloram 18
Insecticidas organoclorados
                                         Chlordano                 Más de 18
                                         DDT 5
                                         Dieldrin 4
                                         Aldrin 3
                                         hetacloro 2

Los datos de temperatura y humedad son más útiles para
predecir la desaparición de un pesticida que el tipo de
suelo. La velocidad de degradación aumenta con la tem-
peratura y la humedad.

La evaluación en el campo exige numerosos ensayos,
con aplicaciones en distintas épocas y durante varios
años.

Contando con amplia información sobre datos de lluvias,
evaporación, temperatura, residuos de pesticidas, duran-
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res). Se destila el amonio formado a partir de la reduc-
ción de nitritos y nitratos

Cálculos: mgN-min/kgsuelo seco=

 14 (GM-GB) 0,005 N x h  X1000
peso de la muestra

Prácticas usuales en el laboratorio de
Microbiología

(Guía de Clases Prácticas de Microbiología, Facultad de
Agronomía, 2005: Curso Práctico de Microbiología Gene-
ral, Facultad de Química, 2000)

Normas básicas de seguridad en un laboratorio
de Microbiología
� Deben cumplirse reglas de estricta higiene en el labora-

torio, el que debe mantenerse limpio y ordenado

� Minimizar el material sobre las mesadas, las que se des-
infectan con alcohol al comienzo y al final de la tarea

� Trabajar e cámara de flujo laminar o en su defecto, en
zona protegida por mecheros, sin corrientes de aire

� Al usar cámaras de flujo laminar, controlar su esterilidad
periódicamente, encender la lámpara de luz ultravioleta
10-15´ antes de la tarea, con las puertas cerradas, de-
jarla en óptimas condiciones de limpieza al finalizar

� Todos los accidentes o derrame de materiales deben
comunicarse al docente y todo material contaminado
debe llevarse a la sala de limpieza en recipientes con
alcohol (pipetas, varillas, bisturís, portaobjetos). No de-
positarlos sobre la mesada de trabajo.

� Usar túnica y lavarse las manos al finalizar la tarea y
cada vez que se sospeche contacto con material conta-
minado

� No pipetear con la boca, emplear peras de goma y/o
pipetas especiales

� No fumar, llevar alimentos o beber en el laboratorio

Microscopía
� Colocar la preparación

� Abrir el diafragma de la fuente de luz y el del condensa-
dor al máximo

� Colocar el objetivo de menor aumento: x10

� Encender la fuente de luz, ajustar los binoculares a la
distancia interpupilar

� Enfocar la preparación, cerrando el diafragma de la fuen-
te luminosa hasta visualizar una imagen poligonal

� Bajar el condensador hasta distinguir nítidos los contor-
nos del polígono, si la imagen no está en el centro, cen-
trarla y ajustar el enfoque

� Abrir el diafragma hasta que el polígono apenas salga
del campo. No tocarlo más

� Elegir el contraste óptimo ajustando el diafragma del
condensador

� Verificar la iluminación sacando los oculares y obser-
vando por el tubo hacia los objetivos, ajustar el difrag-
ma a 2/3 abierto (2/3 de campo iluminado)

� Al cambiar e objetivo modificar el diafragma de la fuente
de luz y el del condensador a  la apertura del objetivo

Cada vez que se usa: limpiar el aceite de inmersión de
las lentes con un algodón seco, apagar la fuente de luz y
cubir el microscopio con su funda.

Los microscopios y lupas deben  limpiarse regularmente,
en forma profunda, tarea realizada  por técnicos especia-
lizados.

Observación de los microorganismos
Tinciones

Manipulación aséptica de los cultivos
Las técnicas en Microbiología requieren de un trabajo
aséptico, evitando contaminaciones del exterior a la mues
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otros resistentes. Estos cambios pueden ser de corta
duración, aunque la población puede ser afectada en
algunos casos por largos períodos

� grados de susceptibilidad: una especie puede decli-
nar apreciablemente, una segunda puede alterarse sólo
ligeramente y otras pueden resistir el efecto del pestici-
da. Las hifas de los hongos y las células vegetativas de
las bacterias son aún más afectadas que los conidios o
esclerocios de los hongos o que las endosporas bacte-
rianas

� efecto en interacciones biológicas: algunos fungici-
das pueden provocar estimulación en la incidencia de
enfermedades, hecho que se atribuye a inhibición de
poblaciones que compiten con la especie perjudicial y a
la proliferación de poblaciones antagónicas

� efectos sobre procesos microbianos: en las transfor-
maciones de compuestos nitrogenados, se puede ge-
neralizar que, salvo en el caso de fungicidas presentes
en el suelo en alta concentración, la mineralización y

la desnitrificación no son muy afectadas, mientras que
la nitrificación es uno de los procesos más sensibles,
acumulándose amonio. Esta sensibilidad de los nitrifi-
cantes autótrofos se usa para evaluar los efectos tóxi-
cos de diferentes dosis de pesticidas, mediante la eva-
luación de los nitratos

Cuadro 8 - Rendimiento y contenido de nitrógeno
en leguminosas  inoculadas y tratadas con

pesticidas en el invernáculo (mg/planta)

                                  Semillas tratadas       Semillas no tratadas

Inoculante rendimiento N rendimiento N

                                                    alfalfa con thiram

ninguno 270 5,9 290 6,8
Rhizobio sensible 280 6,6 440 12,2
Rhizobio resistente 490 13,2 500 14,6

                                                      caupi con phygon

ninguno 1150  21,7 1100   23,2
Rhizobio sensible 1820  36,4 3820   97,0
Rhizobio resistente 3930 105 3790 106

te varios años, se obtienen mediante modelos de predic-
ción, curvas de desaparición simuladas de estas sustan-
cias.

En general, la concordancia entre valores observados y
simulados es buena y su empleo resulta muy útil, sobre
todo si se consideran las dificultades en la toma de mues-
tras representativas en el campo, la variabilidad asociada
en la determinación de cantidades pequeñas, etc.

Figura 3- Estructura química de algunos de los pesticidas
más persistentes en el suelo

Acción de los pesticidas sobre la microflora

La bibliografía señala innumerables citas relativas a ca-
sos de supresión o inhibición de algún grupo importante
de microorganismos por efecto de pesticidas.

Efectos

� modificación del espectro de especies dominantes,
pueden se suprimidos géneros comunes y aparecer
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vierte en contenido de materia orgánica  empleando el
factor 1,72

N-orgánico

En  digestión con H
2
SO

4
 el N-orgánico se convierte en

amonio. Se aumenta la temperatura de digestión con
K

2
SO

4
 y el Cu y Se actúan como catalizadores que incre-

mentan la velocidad de oxidación de la materia orgánica.
El N-NH4+  formado se puede determinar de varias mane-
ras: colorimétricamente con reactivo de Nessler, con elec-
trodos específicos o por destilación con álcali. En este caso
el destilado se recoje en ácido bórico y se forma borato de
amonio, que se valora con ácido clorhídrico.  Los nitratos
y nitritos no se incluyen en esta valoración, sino que se
determinan como amonio luego de su reducción con amal-
gama Dewarda (Cu,  Zn en polvo).

� 0,5-2g de suelo seco al aire se colocan en balones de
Kjeldahl de 100mL (semi-micro análisis), se agrega 0,5g
de mezcla catalítica (100g de K

2
SO

4
, 10g CuSO

4
.5H

2
0,

1g de Se) y 20mL de ácido sulfúrico concentrado. Ca-
lentar en el equipo Kjeldahl a más de 400ºC hasta que
la solución se aclara

� Enfriar a temperatura ambiente y llevar el volumen a
100mL en recipiente aforado

� Transferir una alícuota  al balón de destilación. Colocar
10 mL de solución de ácido bórico al 10% en un erlen-
meyer donde se  recogerá el destilado y unas gotas de
indicador, por ejemplo una mezcla de verde de bromo-
cresol y rojo de metilo

� Agregar exceso de solución de NaOH (32%p/v) al balón
de destilación y calentar por 3-20 minutos por arrastre
de vapor hasta transferir todo el amonio (reacción neu-
tra en el destilado, medida con papel pH)

� Valorar con ácido sulfúrico diluído (0,05M valorado) hasta
viraje del indicador. Proceder igual con los blancos

%N = S-C x 14. 0,005 N x 100x h .100 S = gasto en la muestra
           Alícuota  X Peso suelo C= gasto en el blanco

14= equivalente en N
h= factor de corrección H%

N-NH
4

+
, N-NO

2

-
 y N-NO

3

-

La amonificación y la nitrificación se evaluan por  la pro-
ducción de N-NH

4
+, N-NO

2
- y N-NO

3
- y su variación en el

tiempo en el suelo mismo, solo o con distintos agregados:
fertilizantes, pajas, pesticidas, etc.. Los ensayos pueden
ser controlados en laboratorio (in-vitro) lo que evidencia
actividades potenciales o en el campo (in situ), donde
se evalúan las actividades reales.

Es de destacar que estas medidas constituyen un dato
puntual, una imagen como fotográfica de los que realmente
ocurre ya que estos iones siguen numerosas vías en los
ecosistemas terrestres  o acuáticos (capítulo 10).

Las técnicas de evaluación de amonio, nitrito y nitrato son
muy variadas: colorimétricos,  electrodos específicos, por
desplazamiento del amonio con una base fuerte (OMg) y
titulación con ácido, reducción de nitritos y nitratos por
metales reductores, desplazamiento del amonio formado
y su valoración, como anteriormente (técnica semi-micro
Kjeldahl)

N-NH
4

+

� Colocar 2 g suelo en balón de destilación de 100 ml,
agregar 10 mL KCl 2N y 0,1 g de OMg

� Conectar el balón al aparato de destilación con arrastre
de vapor, destilar y recoger en erlenmayer de 125 mL
con 5 mL sol. al 2% de ácido bórico con mezcla indica-
dora de verde de bromocresol y rojo de metilo, destilar
hasta unos 30 mL

� Valorar el amonio con H
2
 SO

4
 0,005N con microbureta o

pipeta de 5 mL hasta desaparición de color verde y apa-
rición de tono rosa

   gasto= GM, igual procedimiento para blancos (gasto =  GB)

N-NO
3

– 
(incluidos los nitritos)

� se procede como anteriormente, agregando al mismo
balón en que se determinó el amonio y se enfrió en agua,
0,2 g de aleación Devarda (mezcla de metales reducto-
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La nodulación y la fijación del nitrógeno en legumino-
sas pueden ser afectadas por pesticidas, sobre todo por
aquellos aplicados a las semillas que además se inoculan
con rhizobios específicos. Se propone separar en el tiem-
po las aplicaciones de inoculante y fungicida o trabajar
con mutantes de rizobios resistentes a los pesticidas más
empleados. El cuadro 8  evidencia la importancia de esta
línea de trabajo.

Se informó de marcada inhibición de la actividad nitro-
genásica en la rizosfera de 25 variedades de sorgo,
cuando se emplearon dosis tres veces superiores a las
normales de atrazina (4,5 kg/ha)(Frioni, 1999), efecto
que desapareció en otro ensayo de campo, en Argenti-
na, sin herbicida. En el mismo cultivo, se comprobó en
otro ensayo con aplicaciones de distintas dosis de tres
herbicidas: atrazina, linurón y 2,4-D amina, que la ce-
lulolisis fue inhibida por todos los tratamientos pestici-
das. Este efecto fue observado por otros autores y se
atribuye a la falta de sustratos carbonados (las male-
zas son suprimidas) y a una inhibición selectiva de la
celulasa.

Numerosas revisiones incluyen determinaciones de efec-
tos sobre procesos biológicos como respiración, mine-
ralización del nitrógeno, nitrificación, datos sobre recuen-
tos de ciertos grupos de microorganismos, evaluación
del ATP de origen microbiano, enzimas específicas (des-
hidrogenasas, celulasa, amilasa, etc.), fijación del nitró-
geno. Se propuso un programa de análisis a los que
deben ser sometidos los pesticidas antes de que su dis-
tribución sea autorizada por autoridades competentes,
donde se incluyen estudios sobre la población normal
del suelo, además de los clásicos controles sobre sani-
dad humana y vegetal:

1. Actividad respiratoria (CO
2
, O

2
) evaluada en el la-

boratorio en muestras de suelo: sin aditivos (respira-
ción endógena), con glucosa (proceso activado por el
desarrollo microbiano) y con restos vegetales (degra-
dación de materia orgánica compleja por sucesiones
microbianas).

2. Transformaciones del nitrógeno: amonificación, ni-
trificación.

3. Fijación simbiótica del N
2
, en macetas: nodulación:

número, peso, tamaño, actividad nodular, rendimiento
vegetal.

4. Microorganismos particulares y antagonismos: mi-
corrizas, patógenos vegetales, antagonistas.

5. Estabilidad de agregados y mejoramiento de la es-
tructura.

Los estudios incluyen distintas dosis de los productos, for-
mas de aplicación: incorporación, pulverización, etcétera.
Es muy importante realizar experiencias a nivel de cam-
po; ya que resulta casi imposible correlacionar resultados
obtenidos bajo condiciones controladas con los logrados
cuando estas sustancias llegan al suelo, en condiciones
naturales.

Cuando se observan efectos laterales en ensayos de
laboratorio, los pesticidas deben llevarse a la naturaleza
y realizar allí las observaciones, aunque estos trabajos
son largos y se debe considerar el efecto del ambiente
(temperatura, humedad, nutrientes) sobre las propieda-
des biológicas que evaluamos, afectadas además por
los pesticidas.

En resumen: se puede señalar que raramente la agricul-
tura moderna dejará de emplear estos productos para lo-
grar incrementar los rendimientos. Reconocida la toxici-
dad de la mayoría de ellas para el hombre, animales y
microorganismos, es de esperar que se empleen cons-
cientemente por los técnicos y productores y en las dosis
recomendadas, evitando contaminar recursos tan impor-
tantes como suelos y aguas, con productos altamente tóxi-
cos y escasamente biodegradables.

Los agroquímicos parecen no ejercer efectos de larga
duración en actividades microbianas del suelo cuando se
aplican a dosis recomendadas. Sin embargo, al emplear-
las a dosis superiores, provocan efectos negativos, de
corta duración, particularmente sobre transformaciones del
carbono y del nitrógeno.

Las prácticas de control de plagas incluyen cada vez más
las técnicas de Control Biológico, empleando microor-
ganismos antagonistas de fitopatógenos (capítulo 17).
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Muestreo y acondicionamiento de las mues-
tras de suelo

a) un número adecuado de submuestras (10-20) compo-
ne la muestra de suelo, por ejemplo, 1 Kg, recogidas en
el predio al azar

b) secar las muestras al aire, sobre papel absorbente en
bandejas dentro del laboratorio o usarlas inmediatamen-
te (estado fresco)

c) tamizar el suelo a 2mm y guardarlo en bolsas de plástico
bien cerradas y rotuladas en heladera (3-5ºC) hasta efec-
tuar los análisis (no más de 15 días-1 mes). Según las
determinaciones a efectuar, muchas muestras pueden
guardarse congeladas a –20ºC hasta su empleo y a otras
se las analiza al estado fresco, como vienen del campo.

Determinación del porcentaje de humedad
Se realiza en cápsulas metálicas con tapa, numeradas y
pesadas previamente = Peso Tara (PT). En caso de no
disponer de las mismas, usar cajas de Petri

Procedimiento
a) Colocar suelo fresco en las cajas, pesar las mismas

(una cifra después de la coma) = Peso Fresco (PF)

b) Colocar las muestras en estufa a 105°C durante 48
horas, destapadas (conservar los rótulos)

c) Poner las cajas tapadas en desecador con silica-gel
deshidratado o CaCl

2
 anhidro hasta pesar

d) Pesar nuevamente = Peso Seco (PS)

Cálculo del H% (agua como % del peso seco del suelo)

H%  =  PF - PS  x 100

 PS - PT

Cálculo del factor de corrección de la humedad:

h  =  100 + H%

  100

NOTA: al multiplicar los datos por h, éstos se expresan
por suelo seco

Análisis físicos y quimicos

(Bremner, 1965; Nelson y Sommers, 1982¸ Robertson et

al., 1999)

pH

Mezclar 1 parte de suelo con 2,5 partes de agua. Agitar y
medir en pHmetro. Se suele medir también en solución
de KCl

C-orgánico

El C-orgánico del suelo es oxidado por tratamiento con
dicromato de potasio y ácido sulfúrico concentrado en
caliente. El Cr+3  liberado se determina colorométricamen-
te y se asume que es proporcional a la materia orgánica
del suelo

� Pesar 0,5-2g de suelo seco al aire en matraz de 100mL,
agregar 20mL de solución de dicromato de potasio
0,33M (98,06g K2Cr207 en 1L agua, si es necesario
calentar). Agregar cuidadosamente 15mL de ácido sul-
fúrico concentrado (96-98%) bajo campana. Reposar
por 2-3 horas

� Diluir a 100mL con agua destilada y mezclar. Dejar toda
la noche

� Determinación fotométrica: tomar 1 mL y diluir a 25mL
con agua destilada, mezclar brevemente. Diluir solucio-
nes estandares en la misma forma

� Medir las muestras a 570mn frente a blancos y calcular %
C-orgánico a partir de la curva de calibración (ajuste a una
recta): ejemplo:  3,75 g de glucosa en 1L agua, equivale a
1,5g de C/L o 1.500 mg/L= 1.500ppm. Diluir la misma 5
veces para obtener 0,3g/L y 20 veces para 0,075g/L.

� Determinar contenido de C de alícuotas de las solucio-
nes estandares, por ejemplo entre 0 y 1mg/mL de solu-
ción por el mismo procedimiento que las muestras de
suelo analizadas

Nota: Considerando que el contenido medio de carbono
en la materia orgánica es de 58%, el C-orgánico se con-
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Xenobióticos inorgánicos

Muchos compuestos inorgánicos se forman como dese-
chos en las industrias modernas, como anhídridos de S y
N y las sales de metales pesados, que se consideran xe-
nobióticos por la elevada concentración liberada en am-
bientes naturales, sobre todo aguas y suelo y los efectos
deletéreos que ejercen en la biosfera. A pesar de que
muchos metales son abundantes en la corteza de la tie-
rra, las actividades del hombre, como la combustión de
petróleo y derivados, minas y prácticas agrícolas, frecuen-
temente incrementan su concentración a niveles tóxicos.
Entre los metales tóxicos a alta concentración se incluye
el arsénico, boro, cadmio, cromo, cobre, plomo, mercurio,
molibdeno, níquel, selenio, zinc, vanadio.

La aplicación de abonos orgánicos puede conducir a la
acumulación de metales en el suelo, muchos de los cua-
les pueden ser tóxicos para los animales y el hombre.

El cuadro 9 (Stevenson y Cole, 1999) presenta los niveles
en minerales en abonos obtenidos por biodegradación
anaerobia y por compostaje.

Cuadro 9- Rangos en la acumulación de
elementos minerales (mg/kg) en dos tipos de

abonos orgánicos

Mineral Biofertilizante Compost

As 6-230 1-4,8

Cd 4-846 1-13,2

Cr 17-99.000 8,2-130

Hg 1-10.600 0,5-3,7

Ni 10-3.500 7-100

Pb 13-19.700 22-913

Muchos países impiden el uso de abonos orgánicos a los
suelos si estos contienen metales pesados para evitar su
acumulación luego de varios años de aplicación. Com-
puestos orgánicos solubles en agua pueden formar com-
plejos organo-metálicos y desplazar los metales en el suelo
y hacia aguas freáticas, incrementando los riesgos de
contaminación.

Los microorganismos poseen la capacidad de trans-
formar elementos minerales, por ejemplo, al usarlos
como fuente de energía (Fe++ a Fe+++ por Thiobacillus),
aceptor de electrones (Mn+4 a Mn+2 por Bacillus), oxi-
dación (As), alquilación (CH

3
- + Hg+2         CH

3
Hg-, por

Clostridium).

Efecto del suelo y las plantas sobre los metales
tóxicos
Numerosas prácticas culturales se han implementado para
controlar el ciclo de los minerales en el suelo, como aque-
llas que disminuyen su disponibilidad por encalado que
eleva el pH o la incorporación de residuos vegetales y
otros materiales ricos en materia orgánica que facilitan la
quelación de los mismos (complejos organo-metálicos),
la arada profunda que baja su concentración en la super-
ficie y la selección de plantas por sus características de
enraizamiento (del tipo profundo) y con reducida capaci-
dad de asimilar y acumular metales tóxicos en la porción
cosechable del cultivo.

La selección vegetal es muy importante ya que distintas
especies en un mismo suelo presentan marcadas dife-
rencias en la concentración de elementos traza.

Finalmente, la materia orgánica ejerce un efecto tampón
mejorando los efectos adversos de los metales  introduci-
dos al suelo como contaminantes. El plomo y el cadmio,
son contaminantes altamente tóxicos que se introducen
al suelo en grandes cantidades  a partir de deposiciones
de la atmósfera, en ecosistemas agrícolas y forestales.
Pero se ha visto que gran parte es inmovilizado por for-
mación de complejos con la materia orgánica en el suelo
forestal, enriqueciendo las capas orgánicas con metales
pesados. Existe el temor de que el Pb y el Cd puedan
eventualmente ser movilizados y transportados a causes
de agua como complejos solubles (Stevenson y Cole,
1999).

Los vegetales se emplean también para depurar un am-
biente (suelo, aguas) de metales pesados. La acción la
ejercen o bien los microorganismos de su rizosfera o las
propias plantas hiperacumulan los metales pesados (ca-
pítulo 23). Estas plantas (acuáticas como los camalotes,
otras especies herbáceas como maíz, sorgo) deben eli-
minarse del ambiente y tratarse en usinas especializadas.

 ➤
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Muestreo y análisis físico-químicos

Muestreo de suelos, aguas, alimentos, conservación de
las muestras, humedad:

H% y factor de corrección de la humedad (h)

Análisis físicos y químicos: pH, C-orgánico, N-organi-
co, N-NH

4
+, N-NO

3

–

Prácticas usuales en el Laboratorio de
Microbiología

Bioseguridad, microscopía, tinciones, siembra y aislamiento

Indicadores biológicos en estudios de
ecología microbiana

Actividad respiratoria: desprendimiento de CO
2

Biomasa microbiana: C de la biomasa por técnicas de
fumigación-inoculación y fumigación-extracción. N-bioma-
sa, P-biomasa

Indices: Coeficiente de mineralización del C-orgánico= (C-
CO

2
/C total) x 100

    Biomasa como %C total=  (C-biomasa/C total) x 100
    Coeficiente respiratorio= qC-CO

2
/C-biomasa

Actividades enzimáticas: deshidrogenasas, fosfatasas
ácida y alcalina, hidólisis del acetato de fluoresceína (FDA)

Anexo práctico

Diversidad estructural y funcional de comunidades mi-

crobianas del suelo:

Perfil fisiológico de la comunidad, análisis de moléculas
específicas: ácidos grasos, ácidos nucleicos

Recuentos microbianos: heterótrofos totales, hongos, al-
gas, protozoos, grupos fisiológicos

Ciclos biogeoquímicos e interacciones con
plantas

Carbono: actividad mineralizante, amilolíticos, celulolíticos

Nitrógeno: Fijación biológica del N
2
 (FBN), minerali-

zación: amonificación, nitrificación. Pérdidas: desni-
trificación

Azufre: sulfooxidación, sulfatorreducción

Fósforo: solubilización de P insoluble. Mineralización de
P-orgánico

Micorrizas: ecto y endomicorrizas del tipo arbuscular. Ino-
culación

Biodegradación de residuos

Evaluación del grado de madurez de compost

Bibliografía
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No ocurre lo mismo con árboles, ya que los metales que-
dan en la madera, que no integra la cadena trófica.

Resumen: grandes cantidades de residuos se generan
cada año por actividades domésticas, agrícolas e indus-
triales que deben ser manejados a los efectos de evitar
severos efectos contaminantes en el ambiente. Un con-
junto de sustancias químicas, conocidas como recalcitran-
tes, de muy lenta degradación son introducidas delibera-
damente o por accidente en los causes de aguas y en los
suelos y pueden persistir por largos períodos de tiempo.
Su persistencia es incrementada por su adsorción a la
materia orgánica o a la fracción mineral del suelo. Resulta
de suma importancia el conocimiento de los efectos de
una nueva sustancia, por ejemplo un pesticida, sobre los
principales grupos y procesos microbianos, además de
manifestar su inocuidad sobre el hombre, antes de reco-
mendar su comercialización y empleo.

Bibliografía

Alexander, M. Biodegradation and bioremediation. 1994
Academic Press, San Diego, California, USA.

Alexander, M. Introducción a la microbiología del sue-

lo.1994. AGT Editor, S.A. 491 pp.
Balba, M. T. Microorganisms and detoxification of indus-

trial waste. En: Exploitation of Microorganisms,
1993, D. G. Jones (ed), Chapman & Hall, London: 371-
410

Barkay, T., D. F. Schearer y B. H. Olson  Toxicity Testing

Using Microorganisms, 1986, B. J. Dutka y G. Bitton
(eds) vol 2, CRC Press, Boca Raton, Florida: 133-135

Frioni, L. Procesos microbianos. 1999 Fundación de la
Universidad Nacional de Río Cuarto, Argentina

Hickey, W. J. Biochemistry and Metabolism of Xenobiotic
Chemicals. En: Principles and Applications of Soil

Microbiology. 1998, Sylvia, Fuhrmann, Hartel y Zu-
berer (eds), Prentice Hall, N. Jersey: 447-468

Hicks, R. J., G. Stotzky y P. Van Voris.  Review and Eva-
luation of the Effects of Xenobiotic Chemicals on Mi-
croorganisms in Soil. En: Advances in Applied Mi-

crobiology, 1990  vol 35: 195-253
Siqueira, J. O., F. M. de S. Moreira, B. M. Grisi, M. Hun-

gria y R. S. Araujo   Microorganisms e Processos

Biológicos do Solo: Perspectiva Ambiental, 1994,
EMBRAPA-SPI, Brasilia, DF

Stevenson, F. J. y Cole, M. A. Cycles of Soil, Carbon,

Nitrogen, Phosphorus, Sulfur, Micronutrients, 1999,

Wiley & Sons, New York

Preguntas de repaso

1) Cite ejemplos de sustancias denominadas recalcitran-
tes, de origen  natural y sintéticas

2) ¿Qué destino tienen en la naturaleza?
3)  Alternativas de biodegradación de pesticidas en el suelo
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Preguntas de repaso

1) Defina el término biorremediación
2) ¿En qué situaciones estos procedimientos son de apli-

cación ventajosa en relación a otros posibles?
3) Concepto de los términos: bioaumentación y bioesti-

mulación. Ejemplos de sus aplicaciones
4)  Analice el caso de inoculación con microorganismos

seleccionados
5) Explique brevemente estrategias para obtener estos

microorganismos disponibles para la inoculación de
grandes áreas contaminadas

6)  Empleo de vegetales en la biorremediación. Mecanis-
mos involucrados

7) Discuta los procesos de degradación de un polucio-
nante por metabolismo normal y por cometabolismo.

8) ¿Por qué conviene seleccionar vegetales (árboles y/o
herbáceas) fijadoras de nitrógeno en la depuración de
ambientes contaminados?

9) ¿Cuál es el destino de metales pesados en caso de la
fitorremediación por árboles?
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ii) palmeras plantadas en suelos marginales con 5000ppm
TNT redujeron el TNT en la solución del suelo de 128 a
10ppm en una semana

El cuadro 10 resume algunas consideraciones en la apli-
cación de esta técnica de biorremediación.

Cuadro 10- Condiciones del éxito de la
fitorremediación con árboles

� elección cuidadosa de las especies de AFN mejor adaptados a
las condiciones a rehabilitar: con crecimiento rápido (2m/año en
altura)

� inoculación con: bacterias simbióticas, hongos micorrícicos, mi-
croorganismos promotores del crecimiento vegetal y componen-
tes de la microfauna

� aplicación de técnicas de acompañamiento: abonos, dosis míni-
mas de fertilizantes (P), sin olvidar la irrigación

� estudiar el efecto de la irrigación y de los polucionantes de las
aguas en la FBN

� cuidar de no polucionar las napas freáticas si la irrigación no se
controla

� no se sabe aun si el carácter de FBN mejora o no la adaptabili-
dad y el rol depurador de la vegetación leñosa

En el caso de la absorción directa, las moléculas peque-
ñas, de bajo peso molecular son favorecidas en relación
a las de mayor peso molecular ya que las últimas, so-
bretodo si son lipofílicas, tienden a ser excluidas de la
zona radical.

En resumen: Se analizaron procedimientos biológicos
para lograr restaurar suelos y aguas contaminados, la
mayoría de las veces por actividades del hombre, que
es necesario llevar a un estado “saludable”. Los abor-
dajes incluyen remediación pasiva o activa,  con aditi-
vos de fertilizantes, control de la humedad y tempera-
tura, incorporación de gases a presión (O

2
, CH

4
), oxi-

dantes (H
2
O

2
), compostaje, rellenos sanitarios y fito-

rremediación.

La literatura abunda en situaciones particulares con abor-
dajes realizados en general, por empresas dedicadas a

esta tarea. Alguno de estos casos sirvió como ejemplo de
biorremediación.

La biorremediación es en general, menos riesgosa
para el personal que la aplica y menos costosa que
los otros procedimientos ya que los contaminantes
pueden tratarse en el lugar. Por su naturaleza bioló-
gica ejerce impacto menor en el ambiente ya que no
genera residuos.

No pueden dejarse de señalar desventajas del proce-
dimiento, relacionadas a: el contaminante puede pre-
sentarse con baja biodisponibilidad, pueden darse si-
tios con una mezcla de contaminantes orgánicos e in-
orgánicos.

En estos casos puede darse la situación de que un com-
puesto pueda degradarse, mientras que otro sea tóxi-
co para los microorganismos o que las condiciones am-
bientales para los distintos contaminantes pueden ser
muy diversos: aerobiosis/anaerobiosis, distintos pH, se-
quedad.

Se requieren aún mayores estudios para manejar las in-
teracciones biológicas, físicas y químicas en ambientes
con mezcla compleja de contaminantes.

Bibliografía

Alexander, M. Biodegradation and bioremedia-

tion. 1994 Academic Press, San Diego, Califor-
nia, USA

Baker, K. H. and Herson, D.S. Bioremediation, 1994,
McGraw-Hill, New York

Balba, M. T. Microorganisms and detoxification of indus-
trial waste. En: Exploitation of Microorganisms,
1993   D. G. Jones (ed), Chapman & Hall, London:
371-410

Barkay, T., D. F. Schearer y B. H. Olson  Toxicity Tes-

ting Using Microorganisms, 1986,  B. J. Dutka y G.
Bitton (eds) vol 2, CRC Press, Boca Raton, Florida:
133-135

Bouwer, E. J. Bioremediation of organic contaminants in
the subsurface. En: Environmental Microbiology,
1993, Wiley-Liss, New York: 287-318



407Microbiología: básica, ambiental y agrícola

En este capítulo se analizarán algunas de las estrategias
biológicas para restaurar suelos y aguas contaminadas y
llevarlos a un estado no tóxico,  llamado también “estado
saludable”. Un ambiente sano es esencial no solo para sos-
tener la producción de alimentos para los habitantes del
planeta, sino también para brindar una buena calidad de
vida. A través del análisis de algunos casos, se ilustrará
sobre los mecanismos de biodepuración aplicados.

La biorremediación, término no traducido al español, con-
siste en la aplicación de  un conjunto de técnicas que per-
miten aumentar la biomasa microbiana del suelo y las acti-
vidades de los microorganismos y vegetales con el objeto
de lograr la recuperación de ambientes polucionados o con-
taminados. En particular se estimula la biodegradación de
productos con carácter xenobiótico, originados por activi-
dades del hombre y que contaminan el ambiente.

Bajo esta denominación se agrupan una variedad de pro-
cesos de biotratamiento que varían en sus mecanismos
de acción:

� mineralización

� transformación parcial de moléculas tóxicas a otras sin
toxicidad

� humificación

� alteración del potencial redox

� compostaje

Algunos de los problemas de polución ambiental pueden
resolverse por estos mecanismos: cerca de 300 compues-

23 Biorremediación

tos polucionantes del suelo se consideran factibles de bio-
degradación microbiana, por lo que la bioremediación se
aplica en ambientes contaminados por:

� derramamiento de petróleo bruto e hidrocarburos deri-
vados (benceno, xileno, tolueno, policíclicos, etc.)

� solventes diversos (clorados, como el tricloroetileno,
acetona, butanol, etilenglicol, cloruro de metilo)

� otros: pentaclorofenol, TNT, halógenos, pesticidas

� metales, como mercurio, plomo, cadmio

� radiactivos, como el radio, plutonio

� pesticidas, como 2,4-D, atrazina, malation

� bifenilos policlorados como el araclor

Estos contaminantes son introducidos a ambientes natu-
rales por las actividades del hombre. Algunos entran in-
tencionalmente al suelo, como los pesticidas, o acciden-
talmente, como los hidrocarburos, por pérdidas de tan-
ques, fugas en los sistemas de transporte.

Si bien en nuestro país, este no es un problema muy gra-
ve, han ocurrido accidentes en relación a derrames de
petróleo en el Río de la Plata, contaminación por plomo
en suelos y fugas de tanques de hidrocarburos en esta-
ciones de servicio.

En USA, el servicio de protección ambiental (EPA) estima
que los tanques de gasolina pierden unos 40 millones de
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Cuadro 8-  Mecanismos de fitorremediación

i) indirectamente, estimulando la actividad microbiana en la rizosfera

ii) directamente: absorbiendo el polucionante e inmobilizándolo (en
maderas, en caso de árboles) o degradándolo en sus tejidos

Se usan: plantas herbáceas (flotadoras, de crecimiento rápido,
     como los camalotes)

     árboles: especies fijadoras de N
2
: Alnus glutinosa,

            Casuarina (resisten altos niveles de Cu, Cd, Zn. Pb

i)  los costos de instalación y mantención  deben ser menores que
en otros tratamientos

ii)  la biomasa puede ser utilizable por el ganado (leguminosas her-
báceas) o enterrada (abono verde)

iii) en el caso de los árboles, la madera no entra en la cadena ali-
mentaria humana (muebles, papel)

Figura 3- Procesos involucrados en la fotorremediación

Arboles en fitorremediación

A estas especies se les requiere:

i) que produzcan una biomasa radical muy desarrollada
capaz de estimular la actividad microbiana rizosférica

ii) que presenten genes que secuestren metales pesa-
dos o degraden sustancias indeseables (fenoles halo-
genados)

Ejemplos de árboles usados en la depuración de aguas y
atmósfera

Son seleccionados árboles fijadores de nitrógeno (AFN)
por su rápido crecimiento y adaptación a ambientes
pobres.

Especies de Casuarina pueden filtrar el aire y retener pol-
vos industriales (radioactivos) y reducen el efecto inver-
nadero. Ejemplo Casuarina glauca y C. cunninghamiana

son usadas en suelos salinos o sódicos  en California y se
informa que reducen el volumen de aguas salinas de dre-
naje  y con nitratos. Limitan la eutroficación de las aguas
con nitratos, sulfatos.

Eliminan la polución por nitratos, mediante la absorción
radical y activando la desnitrificación, con microorganis-
mos estimulados en la rizosfera que emplean sustratos
carbonados a partir del  mantillo.

Otras especies fijadoras de nitrógeno son empleadas en
tratamiento de aguas servidas en el Cairo: Acacia saligna

A. nilotica, Erythrina indica, asociadas a especies no fija-
dores como Populus, Salix, etc.

Otros ejemplos incluyen (cuadro 9):

Cuadro 9- Ejemplos de fitoacumulación

1- Alfalfa que hiperacumula N, absorbe gran cantidad de nitratos
2- Sebertia sp acumula hasta 25% de Ni
3- Thlaspi sp acumula más de 4% de Zn
4- Tierras inundadas con vegetales que remueven uranio y selenio
 Problemas

# La hiperacumulación es a veces específica para un solo
   elemento
# La mayoría de las plantas crecen lentamente y con bajo
   rendimiento
# Procesamiento: es necesario colectar la fitomasa y recu
   perar los contaminantes
# Pueden estar asociadas a  enfermedades poco estudiadas

i) empleo de híbridos de álamos en zona talada para con-
vertirla a la agricultura, redujeron los nitratos un aguas
subterráneas de 50-100 a 5 mgL-1, y eliminaron el 20%
de la atrazina

Fitovolatilización
Remoción de los
contaminantes del suelo y
liberación a la atmósfera

Fitoextracción
Extarcción de
contaminantes por los
vegetales

Rizodegradación
Metabolismo microbiano
del contaminante en la
rizosfera
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litros por año, además de salir al mercado unos 1.000 pro-
ductos químicos nuevos al año. Dado estos volúmenes
se comprende la necesidad de acción de verdaderas in-
dustrias para la depuración de suelos y aguas y la protec-
ción del ambiente

Para lograr una efectiva biodegradación es necesaria la
presencia de microorganismos o de asociaciones apro-
piadas de ellos y de condiciones ambientales adecuadas
para la actividad biológica. Se requieren además, conoci-
mientos de ecología microbiana y de bioingeniería a los
efectos de diseñar condiciones favorables para el desa-
rrollo y actividad microbiana para descontaminar ambien-
tes naturales.

Los procesos se realizan:

� in situ, el suelo se emplea como un gran reactor, los
residuos se incorporan en camadas de aproximadamen-
te 50 cm, en el suelo o en pilas en el compostaje, donde
sufrirán el ataque microbiano, se agregan los nutrientes
necesarios y se ajusta la humedad para estimular a la
biomasa microbiana

� en reactores, especialmente diseñados, que pueden
tratar gran volumen de sustancias en períodos más cor-
tos de tiempo.

Muchas veces resulta necesario incrementar la población
de microorganismos responsables de las transformacio-
nes. Así, la inoculación del ambiente contaminado con
organismos seleccionados es una práctica muy emplea-
da en la actualidad.

El incremento de los microorganismos activos se puede
lograr de varias maneras:

� estimulación de la población existente por alteraciones
del ambiente o agregado de nutrientes

� aislamiento y selección de organismos competentes y
posterior inoculación

� uso de microorganismos construidos por ingeniería
genética, con propiedades deseables que pueden

albergarse en plásmidos o en el cromosoma micro-
biano.

Los cuadros 1 y 2 resumen los conceptos fundamentales
en este tema.

Cuadro 1- Conceptos en la biorremediación

Biorremediación: Empleo de microorganismos, plantas o enzi-
mas para la depuración de polucionantes en distintos am-
bientes

Biodegradación: Transformación parcial de polucionantes por
agentes biológicos como los microorganismos

Mineralización: Conversión completa de un contaminante orgáni-
co a formas inorgánicas

Cuadro 2-  Requisitos para lograr éxito en la
biorremediación

� Los contaminantes deben estar biodisponibles, es decir no ad-
sorbido en un residuo inaccesible (arcillas, humus)

� Los microorganismos degradadores apropiados deben estar pre-
sentes en el suelo, agua, o disponibles para la inoculación

� Los compuestos recalcitrantes: no son degradados a velocidad
razonable: ejemplo de compuestos naturales recalcitrantes:  hu-
mus, artificiales (pesticidas, plásticos)

� Los organismos deben degradar el contaminante a velocidad tal
que permita llevar su concentración a estandares regulares

� Deben reunirse condiciones ambientales favorables para el de-
sarrollo microbiano: temperatura del suelo, pH, aireación, hume-
dad

� Puede requerirse  fertilización (N, P, K, etc.) para estimular pro-
cesos degradativos

� El costo del tratamiento debe ser menor que el de las otras tec-
nologías disponibles

La falla en alguna de estas condiciones puede conducir al
fracaso de un proceso de biorremediación, como ocurre
en caso de suelos muy secos, o de pH inadecuado para
la actividad biológica.
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Biorremadiación natural

Intervienen procesos físicos, químicos y biológicos no
controlados. Se han logrado importantes resultados: los
microorganismos se adaptan a los hidrocarburos y desa-
rrollan vías de degradación.

Ej. una gran acumulación de productos bifenilpoliclorados
(BPC) ocurrió en el río Hudson (NY) y los microorganis-
mos nativos fueron capaces de deshalogenarlos en anae-
robiosis. Luego los barros se airean para lograr una de-
gradación completa.

Microflora activa: un hongo el Phanerochaete chrysos-

porium es un hongo basidiomicete capaz de degradar i) la
madera (podredumbre blanca) y ii) muchas sustancias
xenobióticas como benceno, tolueno, etilbenceno, xilenos,
clorados como 2,4,5 triCl etileno (TCE) y triclorofenoles.
Estos últimos son contaminantes de conservantes de la
madera y se usan también como pesticidas.

Los productos son degradados actuando como nutrientes
(fuentes de energía, carbono) en la fase lograrítmica de
crecimiento o por cometabolismo: donde la sustancia es
degradada luego del crecimiento activo.

Los procesos ocurren:

 i)  en la naturaleza, caso de derrames, causes contami-
nados con derivados de petróleo, pesticidas, etc.

ii) en biorreactores: aparatos diseñados por la industria
que contienen en general una fase sólida con los micro-
organismos activos adsorbidos a la misma o bien con
enzimas como la lignina peroxidasa, piranosa oxidasa,
activas en la  degradación de la madera, actuando al
estado adsorbido.

Control de la biodegradación

Existe una gran fuente de contaminación por el desarrollo
de microorganismos en el fondo de tanques que actúan

como depósitos de combustibles (estaciones de servicio,
combustibles para aviones, etc.)

Se requiere una limpieza a fondo de los filtros y eliminan-
do el biofilm que se forma contra las paredes y que resul-
ta difícil de eliminar por las técnicas usuales de limpieza.
Se desarrolla un hongo, llamado hongo del queroseno,
Cladosporium resinae a expensas de esos residuos fir-
memente adheridos.

La degradación de maderas blandas almacenadas para la
fabricación de papel ocasiona pérdidas importantes. Los
productos de desecho se lavan, pero los micoorganismos
se desarrollan y alteran las propiedades de los materiales.

Se aplican biocidas: antes se usaban derivados de Hg,
pero actualmente se los considera muy tóxicos y contami-
nan los ríos.  Para evitar los biofilms se usa cloro, fenoles,
organosulfurados, lavado con álcali caliente. Otros pro-
ductos de la industria pueden ser atacados por microor-
ganismos degradadores alterando la materia prima, como
los textiles, cueros, metales, pinturas, hormigón.

Fitorremediación

Algunas plantas exhiben una tolerancia excepcionalmente
alta a elementos minerales y son capaces de acumularlos
en sus tejidos. Estas plantas acumuladoras  son en general
indígenas en un suelo particular o roca madre y se em-
plean para depuración de suelos contaminados.

Una estrategia muy utilizada en la actualidad, consistente
en recrear en el sitio contaminado una comunidad planta/
microorganismos capaces de tolerar el polucionante y
participar en su eliminación (cuadro 8, figura 3). Se ase-
gura la degradación de polucionantes orgánicas por plan-
tas o microorganismos asociados (hongos micorrícicos,
metanotróficos, bacterias rizosféricas). También se están
desarrollando técnicas genéticas para producir plantas con
la capacidad de degradar atrazina y otros pesticidas. Las
plantas extraen los contaminantes, se cosechan y proce-
san en forma controlada (reciclaje).
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El cuadro 3 resume las estrategias en la bioremediación.

Cuadro 3- Estategias para la biorremediación

� Pasiva o intrínsica: “natural”,  de un lugar contaminado por or-
ganismos indígenas.

� Bioestimulación: adición de nutrientes, N, P, S, etc. para incre-
mentar a los microorganismos del suelo

� Bioventilación: donde se agregan estimulantes gaseosos al
suelo, como O

2
, CH

4
, pasivamente o en forma forzada, para es-

timular la actividad microbiana

� Bioaumentación: inoculación de microorganismos a un sitio con-
taminado. El inoculante puede tener un microorganismo natural
o modificado genéticamente (solos o en consorcio), selecciona-
dos por su capacidad degradativa

� Rellenos sanitarios: “landfarming” enterrar contaminantes en
suelos no contaminados, con capa impermeable inferior para
evitar pérdidas. Se combina con los anteriores.

� Compostaje: microorganismos aerobios, termófilos, en pilas o
reactores, humedecidos. Luego de atacar materiales rápidamente
degradables, atacan a las sustancias xenobióticas

� Fitorremediación: empleo de plantas para sacar o transformar
contaminantes (plantas hiperacumuladoras o que estimulan mi-
croorganismos rizosféricos degradadores)

La biorremediación pasiva o intrínseca es la que ocurre
naturalmente por acción de los microorganismos nativos.
Esta es la más frecuente estrategia de degradación de
contaminantes, a pesar de que el proceso puede ser muy
lento si las condiciones no son las adecuadas.

La biestimulación, que incorpora nutrientes, como
fuentes de nitrógeno y fósforo, con el objeto de estimu-
lar a la microflora nativa, es corrientemente empleada.
Los nutrientes pueden incorporarse con agua de riego,
en caso de suelos contaminados, o en preparados so-
lubles en hidrocarburos, en el caso de derrames de
petróleo en el mar.

La bioventilación, que emplea gases estimulantes, como
O

2
, CH

4
, en forma pasiva o forzada en los suelos a los

efectos de incrementar la actividad degradadora de la
población nativa, requiere dispositivos especiales, de tipo

industrial, por lo cual los suelos contaminados se trans-
portan y depositan en estructuras del tipo de los biodiges-
tores,  con las instalaciones adecuadas para la entrada
pasiva o forzada de gases.

La bioaumentación, es la inoculación del sitio contami-
nado con microorganismos seleccionados para estimular
la degradación. Los inoculantes pueden estar formados
por microorganismos nativos seleccionados para el pro-
ceso en cuestión o bien se pueden usar aquellos genéti-
camente modificados, a los cuales por ingeniería genéti-
ca se les incorporaron genes activos en la biodegrada-
ción. Puede tratarse de una sola especie o de  varias es-
pecies (consorcio microbiano).

Los mismos se seleccionan en el laboratorio, inoculan-
do con suelo o aguas, medios de cultivo con dosis cre-
cientes de la sustancia tóxica en estudio, por ejemplo,
hidrocarburos, como única fuente de C y energía. Las
colonias que se desarrollan en estos medios, se van se-
leccionando por su capacidad degradadora sobre el xe-
nobiótico.

Rellenos sanitarios, consisten en la aplicación e incor-
poración de suelos contaminados en la superficie de sue-
los no contaminados. Son en general excavaciones de
suelos muy pobres, con un fondo de arcillas o algún ma-
terial impermeable, para evitar la contaminación de las
napas freáticas. El suelo contaminado es arado y se mez-
cla bien, pudiéndose incorporar nutrientes, inóculo micro-
biano y gases, para acelerar el proceso.

Compostaje, es el uso de procesos microbianos aero-
bios y termófilos en pilas o reactores, para degradar el
polucionante. Los dispositivos se mezclan periódicamen-
te y se humedecen a los efectos de lograr la máxima acti-
vidad biológica. Los microorganismos activos se encuen-
tran en el suelo y son incrementados por el proceso de
compostaje.

Fitorremediación, es el empleo de vegetales para ab-
sorber, remover o transformar contaminantes. Son muy
empleadas en el caso de remoción de metales pesados,
que se acumulan en la madera en el caso de árboles o en
la fitomasa en herbácea, que debe tratarse luego en inci-
neradores.
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Este suceso demostró las ventajas de estas técnicas de
biorremediación ya que ocurrió en condiciones muy frías
de Alaska y se mostró más eficiente que los tratamien-
tos previos físicos y químicos (solventes, envasado del
petróleo).

En la figura 2 se aprecia un ensayo de degradación de
derivados del petróleo estimulada por el agregado de fer-
tilizantes. Mientras 80% de los hidrocarburos no volátiles
se degradaron entre 6 meses a 1 año, las cadenas latera-
les y los hidrocarburos aromáticos llevaron más tiempo.

Figura 2- Efecto de la fertilización en la degradación de n-
alcanos en playas con petróleo

El cuadro 5 resume aspectos de la biodegradación de hi-
drocarburos derivados del petróleo.
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2
 y
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� Variedad de bacterias, ciertos hongos y levaduras y cianobacte-
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suelo los de largas cadenas alifáticas y aromáticas

� Bacterias oxidantes aumentan 103 a 106 de veces en corto tiem-
po luego del derrame

� Condiciones ideales y con HC marcados y medida de consumo
de O

2
 mostró que más del 80% de los no volátiles son oxidados

por bacterias en el 1er año del derrame. Los de cadena ramifica-
da y los policíclicos, requieren más tiempo

� Los que llegan a los sedimentos, son más difíciles de eliminar

El cuadro 6 resume el efecto del ambiente y característi-
cas de los microorgnamismos en la degradación de hidro-
carburos
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hidrocarburos: interacciones de los factores

microbianos y del ambiente

Componente del sistema                   requisito

microorganismo capacidad de degradar el HC, para
contribuir a la bioemulsificación
capacidad de FBN

entorno nutrientes accesorios (N,P,K,Fe)
disponibles en la misma ubicación
física que los microorganismos y
el hidrocarburo
ausencia de metales pesados, que
puedan dañarlos
temperatura, pH en el rango
adecuado, etc.

El cuadro 7 esquematiza los tratamientos antipolucionan-
tes en aguas

Cuadro 7- Biorremediación en ambientes marinos

� Pastillas con nutrientes y preparación oleofílica (soluble en HC)
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� Inoculación con microorganismos:
* aislados en zonas de campo contaminadas
* obtenidos de colecciones de cultivo seleccionadas de la
   naturaleza
* mejorados genéticamente: Pseudomonas con plásmidos

          que degradan HC,   fue patentada en 1974.

Pueden no resultar eficaces por diversas causas, entre ellas:

 i) predación por protozoos
ii) no establecer contacto con el sustrato a degradar
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La acción se da directamente, en plantas hiperacumulan-
tes, o indirectamente, por estimulación de microorganis-
mos activos en su rizosfera.

Como vimos en el capítulo anterior, en la degradación de
una molécula recalcitrante es necesario tener en cuenta
sus características (peso molecular, solubilidad en agua y
en otros solventes, sustituyentes halogenados, etc.) y las
condiciones del ambiente.

En el cuadro 4 se resumen  condiciones del ambiente a
tener en cuenta en el proceso.

Si bien las sustancias de origen biológico naturales, son
degradadas por algún tipo de microorganismo en ambien-
tes como el suelo, las aguas y también lo hacen muchas
de las de origen sintético, existen sustancias de lenta de-
gradación, llamadas recalcitrantes. Entre las naturales
se encuentra el humus, de lenta degradación y entre las
que sintetiza el hombre, encontramos muchos pesticidas,
solventes, derivados clorados.

El suelo y las aguas constituyen importantes reservorios
de microorganismos con variadas actividades degrada-
doras y mineralizantes. Estos microorganismos cuando
están provistos de fuentes adecuadas de C, N y energía y
al encontrar condiciones ambientales adecuadas para su
desarrollo, constituyen importantes agentes para la bio-
rremediación de sitios polucionados. Los procesos de
degradación ocurren, como vimos, en variadas condicio-
nes, tanto aerobias como anaerobias.

Los principales intentos de biorremediación ocurren en
aerobiosis, aunque se incrementan los tratamientos que
emplean anaerobiosis.

La degradación se realiza en general por un consorcio
de microorganismos, cuyos genes muchas veces conte-
nidos en plásmidos, codifican para la degradación en
sucesivos pasos, hasta llegar a la mineralización. Mu-
chas veces, un solo paso metabólico, puede llegar a li-
berar un producto orgánico no tóxico, sin llegar a los
compuestos minerales.

Sus enzimas pueden ser intra o extracelulares y la fun-
ción que cumplen los xenobióticos en la biorremediación

es generar energía y/o obtener fuentes de C, N y otros
nutrientes para su desarrollo.

Muchos  microorganismos son hiperacumuladores de
sustancias tóxicas, como lo son muchos metales pe-
sados. Algunos hongos pueden acumular más de 2g/
kg de arsénico en sus cuerpos fructíferos, un nivel su-
ficientemente alto como para convertirlo en tóxico si se
consume.

Cuadro 4- Condiciones del ambiente a tener en
cuenta en la bioremediación

� Contenido de humedad, regulada usualmente por irrigación o
por aerosoles

� Niveles de oxígeno, mezclando el suelo con arados y/o aireación

� Nutrientes, primariamente carbono, nitrógeno y fósforo, agrega-
dos  por fertilización

� pH, en caso de acidez ,se puede incrementar ligeramente por
encalado

� Estructura del suelo, se favorece por agregado de aditivos (pa-
jas, arcillas) o por mezclado con arados o aireación

� Temperatura: muchos preparados se agregan en forma de aero-
soles a mayor temperatura que la ambiente

Se resumen a continuación algunos de los múltiples ca-
sos de biorremediación señalados en la bibliografía (Ec-
cles, 2003), que por otra parte es muy numerosa en la
actualidad. El tratamiento es  en general realizado por
empresas dedicadas a la conservación del ambiente.

Cualquiera sea la estrategia abordada, tendrán mayor in-
terés aquellas en las cuales se obtiene un producto valo-
rizado, que se pueda recuperar y redunde en ingresos
económicos, como es el caso de realizar compostaje o
fitorremediación.

Los tratamientos, además, deberán competir en eficien-
cia, rapidez, seguridad y costos, con los procedimientos
físicos (empleo de solventes, extracción mecánica, etc.)
y químicos (ácidos, álcalis), empleados también en la
actualidad.
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Figura 1- Ejemplo de tratamientos de suelo contaminado, por
bacterias metanotróficas.

Ejemplos de biorremediación
� USA: decontaminación de suelos con TCE (tricloroetile-

no)  y PCE (tetracloroetileno) por inyección de aire en
tubos horizontales con 1% CH

4
. Aumenta el Nº de me-

tanotróficos que promueven zonas anaeróbicas donde
se reducen los contaminantes: (para reducir 95% de con-
taminación se requirieron 10 años sin CH

4
 y menos de

4 años con él, con ahorro de 1,5 millones de dólares)

� California, USA: derrame de 4.000 L de diesel (45% al-
canos cíclicos, 30% normales y 24% aromáticos). En 6
meses, la contaminación bajó a menos de 10-1.500 mg
HC/kg suelo. Microorganismos degradadores nativos +
nutrientes (N, S) y H

2
O

2
 se mezclaron con agua y se

inyectaron cada 2 semanas por 4 meses

� Lousiana, USA: derrame de 10.000 m3 atrazina en área
de 8 ha. Se efectuó relleno sanitario arando 4 veces/
semana. Se agregaron 880kg fert/ha (N,P,K 13-13-13)+
2.000 L de inoculante de un consorcio de microorganis-
mos  degradadores (en 20 semanas, la atrazina bajo de
100 mg/kg a menos de 10 mg/kg, con variaciones en
las unidades por mezclado incompleto)

� En el subsuelo: Problemas especiales por permeabilidad
limitada (agua, O

2
):  Pozos de inyección y control: nutrien-

tes y fuente de O
2
 (aire comprimido y peróxido) y/o con

eliminación física de vapores mediante vacío. Meses o años
en completarse (figura 1) (Skipper, 1998)

� Casos especiales: inoculación

� Recuperación de metales a partir de minerales con ni-
veles muy bajos de los mismos, no aptos para fundi-
ción. Se emplea Thiobacillus ferrooxidans y otros mi-
croorganismos, cuya gran producción de ácido permite
extraer un 70% del hierro (biolixiviación)

CuSO4 + Feº——— Cuº + FeSO4

soluble (3g/L)         precipita y se recoge en fosa de
          sedimentación

� Caso del Exxon Valdez: en marzo de 1989 se derra-
maron 40 millones de litros de petróleo puro en Prince
William, Alaska. Cerca de 1.600 Km de costa se afecta-
ron y la limpieza total costó 1.500 millones de dólares.
Constituye un caso muy conocido por el impacto cau-
sado en el ambiente, superado lamentablemente por el
ocurrido en Galicia, España, en el 2003.

Dada la extensión del área, la limpieza debió involucrar
microorganismos nativos.

La degradación fue estimulada por una microemulsión de
nutrientes con  NPK. Luego de ensayar varios fertilizan-
tes, se seleccionó una emulsión, Inipol EAP22, un fertili-
zante oligofílico, formulado en base a agua/aceite que rin-
de 7,3/0,8/0 NPK. La fuente de N es la urea y el P, el
fosfato.

Se calienta a 90oC antes de aplicarse en spray en las cos-
tas (300mL/m2). Cuando la emulsión se mezcla con el
petróleo crudo, se desestabiliza y se liberan los nutrien-
tes. Además, un material orgánico tensoactivo, el ácido
oleico, sirve de fuente de carbono y de energía de modo
que se logra el incremento de la población nativa de de-
gradadores de hidrocarburos, los que una vez agotadas
las reservas del Inipol, atacan las moléculas de petróleo.

Ocurrió significativa biorremediación en 2 semanas, con
una eclosión de microorganismos degradadores de hidro-
carburos (1000X).

El proceso ocurre también en condiciones naturales, pero
a una velocidad mucho menor.

Gas natural

Inyección

Vacío
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Zona
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Extracción aire contaminado
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El cuadro 3 resume las estrategias en la bioremediación.

Cuadro 3- Estategias para la biorremediación

� Pasiva o intrínsica: “natural”,  de un lugar contaminado por or-
ganismos indígenas.

� Bioestimulación: adición de nutrientes, N, P, S, etc. para incre-
mentar a los microorganismos del suelo

� Bioventilación: donde se agregan estimulantes gaseosos al
suelo, como O

2
, CH

4
, pasivamente o en forma forzada, para es-

timular la actividad microbiana

� Bioaumentación: inoculación de microorganismos a un sitio con-
taminado. El inoculante puede tener un microorganismo natural
o modificado genéticamente (solos o en consorcio), selecciona-
dos por su capacidad degradativa

� Rellenos sanitarios: “landfarming” enterrar contaminantes en
suelos no contaminados, con capa impermeable inferior para
evitar pérdidas. Se combina con los anteriores.

� Compostaje: microorganismos aerobios, termófilos, en pilas o
reactores, humedecidos. Luego de atacar materiales rápidamente
degradables, atacan a las sustancias xenobióticas

� Fitorremediación: empleo de plantas para sacar o transformar
contaminantes (plantas hiperacumuladoras o que estimulan mi-
croorganismos rizosféricos degradadores)

La biorremediación pasiva o intrínseca es la que ocurre
naturalmente por acción de los microorganismos nativos.
Esta es la más frecuente estrategia de degradación de
contaminantes, a pesar de que el proceso puede ser muy
lento si las condiciones no son las adecuadas.

La biestimulación, que incorpora nutrientes, como
fuentes de nitrógeno y fósforo, con el objeto de estimu-
lar a la microflora nativa, es corrientemente empleada.
Los nutrientes pueden incorporarse con agua de riego,
en caso de suelos contaminados, o en preparados so-
lubles en hidrocarburos, en el caso de derrames de
petróleo en el mar.

La bioventilación, que emplea gases estimulantes, como
O

2
, CH

4
, en forma pasiva o forzada en los suelos a los

efectos de incrementar la actividad degradadora de la
población nativa, requiere dispositivos especiales, de tipo

industrial, por lo cual los suelos contaminados se trans-
portan y depositan en estructuras del tipo de los biodiges-
tores,  con las instalaciones adecuadas para la entrada
pasiva o forzada de gases.

La bioaumentación, es la inoculación del sitio contami-
nado con microorganismos seleccionados para estimular
la degradación. Los inoculantes pueden estar formados
por microorganismos nativos seleccionados para el pro-
ceso en cuestión o bien se pueden usar aquellos genéti-
camente modificados, a los cuales por ingeniería genéti-
ca se les incorporaron genes activos en la biodegrada-
ción. Puede tratarse de una sola especie o de  varias es-
pecies (consorcio microbiano).

Los mismos se seleccionan en el laboratorio, inoculan-
do con suelo o aguas, medios de cultivo con dosis cre-
cientes de la sustancia tóxica en estudio, por ejemplo,
hidrocarburos, como única fuente de C y energía. Las
colonias que se desarrollan en estos medios, se van se-
leccionando por su capacidad degradadora sobre el xe-
nobiótico.

Rellenos sanitarios, consisten en la aplicación e incor-
poración de suelos contaminados en la superficie de sue-
los no contaminados. Son en general excavaciones de
suelos muy pobres, con un fondo de arcillas o algún ma-
terial impermeable, para evitar la contaminación de las
napas freáticas. El suelo contaminado es arado y se mez-
cla bien, pudiéndose incorporar nutrientes, inóculo micro-
biano y gases, para acelerar el proceso.

Compostaje, es el uso de procesos microbianos aero-
bios y termófilos en pilas o reactores, para degradar el
polucionante. Los dispositivos se mezclan periódicamen-
te y se humedecen a los efectos de lograr la máxima acti-
vidad biológica. Los microorganismos activos se encuen-
tran en el suelo y son incrementados por el proceso de
compostaje.

Fitorremediación, es el empleo de vegetales para ab-
sorber, remover o transformar contaminantes. Son muy
empleadas en el caso de remoción de metales pesados,
que se acumulan en la madera en el caso de árboles o en
la fitomasa en herbácea, que debe tratarse luego en inci-
neradores.
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Este suceso demostró las ventajas de estas técnicas de
biorremediación ya que ocurrió en condiciones muy frías
de Alaska y se mostró más eficiente que los tratamien-
tos previos físicos y químicos (solventes, envasado del
petróleo).

En la figura 2 se aprecia un ensayo de degradación de
derivados del petróleo estimulada por el agregado de fer-
tilizantes. Mientras 80% de los hidrocarburos no volátiles
se degradaron entre 6 meses a 1 año, las cadenas latera-
les y los hidrocarburos aromáticos llevaron más tiempo.

Figura 2- Efecto de la fertilización en la degradación de n-
alcanos en playas con petróleo

El cuadro 5 resume aspectos de la biodegradación de hi-
drocarburos derivados del petróleo.

Cuadro 5- Degradación de derivados del petróleo

� No son aptos para fermentar, se degradan en presencia de O
2
 y

en condiciones adecuadas de temperatura, H%, nutrientes

� Variedad de bacterias, ciertos hongos y levaduras y cianobacte-
rias pueden oxidar HC: colonizan las gotas oleosas en superficie

� Los hidrocarburos volátiles llegan a la atmósfera y quedan en el
suelo los de largas cadenas alifáticas y aromáticas

� Bacterias oxidantes aumentan 103 a 106 de veces en corto tiem-
po luego del derrame

� Condiciones ideales y con HC marcados y medida de consumo
de O

2
 mostró que más del 80% de los no volátiles son oxidados

por bacterias en el 1er año del derrame. Los de cadena ramifica-
da y los policíclicos, requieren más tiempo

� Los que llegan a los sedimentos, son más difíciles de eliminar

El cuadro 6 resume el efecto del ambiente y característi-
cas de los microorgnamismos en la degradación de hidro-
carburos

Cuadro 6- Requisitos para la biorremediación de
hidrocarburos: interacciones de los factores

microbianos y del ambiente

Componente del sistema                   requisito

microorganismo capacidad de degradar el HC, para
contribuir a la bioemulsificación
capacidad de FBN

entorno nutrientes accesorios (N,P,K,Fe)
disponibles en la misma ubicación
física que los microorganismos y
el hidrocarburo
ausencia de metales pesados, que
puedan dañarlos
temperatura, pH en el rango
adecuado, etc.

El cuadro 7 esquematiza los tratamientos antipolucionan-
tes en aguas

Cuadro 7- Biorremediación en ambientes marinos

� Pastillas con nutrientes y preparación oleofílica (soluble en HC)
(reducción 30-40% de manchas en relación a controles sin adi-
ciones)

� Vapor a alta presión, altera la comunidad microbiana

� Inoculación con microorganismos:
* aislados en zonas de campo contaminadas
* obtenidos de colecciones de cultivo seleccionadas de la
   naturaleza
* mejorados genéticamente: Pseudomonas con plásmidos

          que degradan HC,   fue patentada en 1974.

Pueden no resultar eficaces por diversas causas, entre ellas:

 i) predación por protozoos
ii) no establecer contacto con el sustrato a degradar
iii) no han logrado competir con la flora indígena y sobrevivir
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litros por año, además de salir al mercado unos 1.000 pro-
ductos químicos nuevos al año. Dado estos volúmenes
se comprende la necesidad de acción de verdaderas in-
dustrias para la depuración de suelos y aguas y la protec-
ción del ambiente

Para lograr una efectiva biodegradación es necesaria la
presencia de microorganismos o de asociaciones apro-
piadas de ellos y de condiciones ambientales adecuadas
para la actividad biológica. Se requieren además, conoci-
mientos de ecología microbiana y de bioingeniería a los
efectos de diseñar condiciones favorables para el desa-
rrollo y actividad microbiana para descontaminar ambien-
tes naturales.

Los procesos se realizan:

� in situ, el suelo se emplea como un gran reactor, los
residuos se incorporan en camadas de aproximadamen-
te 50 cm, en el suelo o en pilas en el compostaje, donde
sufrirán el ataque microbiano, se agregan los nutrientes
necesarios y se ajusta la humedad para estimular a la
biomasa microbiana

� en reactores, especialmente diseñados, que pueden
tratar gran volumen de sustancias en períodos más cor-
tos de tiempo.

Muchas veces resulta necesario incrementar la población
de microorganismos responsables de las transformacio-
nes. Así, la inoculación del ambiente contaminado con
organismos seleccionados es una práctica muy emplea-
da en la actualidad.

El incremento de los microorganismos activos se puede
lograr de varias maneras:

� estimulación de la población existente por alteraciones
del ambiente o agregado de nutrientes

� aislamiento y selección de organismos competentes y
posterior inoculación

� uso de microorganismos construidos por ingeniería
genética, con propiedades deseables que pueden

albergarse en plásmidos o en el cromosoma micro-
biano.

Los cuadros 1 y 2 resumen los conceptos fundamentales
en este tema.

Cuadro 1- Conceptos en la biorremediación

Biorremediación: Empleo de microorganismos, plantas o enzi-
mas para la depuración de polucionantes en distintos am-
bientes

Biodegradación: Transformación parcial de polucionantes por
agentes biológicos como los microorganismos

Mineralización: Conversión completa de un contaminante orgáni-
co a formas inorgánicas

Cuadro 2-  Requisitos para lograr éxito en la
biorremediación

� Los contaminantes deben estar biodisponibles, es decir no ad-
sorbido en un residuo inaccesible (arcillas, humus)

� Los microorganismos degradadores apropiados deben estar pre-
sentes en el suelo, agua, o disponibles para la inoculación

� Los compuestos recalcitrantes: no son degradados a velocidad
razonable: ejemplo de compuestos naturales recalcitrantes:  hu-
mus, artificiales (pesticidas, plásticos)

� Los organismos deben degradar el contaminante a velocidad tal
que permita llevar su concentración a estandares regulares

� Deben reunirse condiciones ambientales favorables para el de-
sarrollo microbiano: temperatura del suelo, pH, aireación, hume-
dad

� Puede requerirse  fertilización (N, P, K, etc.) para estimular pro-
cesos degradativos

� El costo del tratamiento debe ser menor que el de las otras tec-
nologías disponibles

La falla en alguna de estas condiciones puede conducir al
fracaso de un proceso de biorremediación, como ocurre
en caso de suelos muy secos, o de pH inadecuado para
la actividad biológica.
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Biorremadiación natural

Intervienen procesos físicos, químicos y biológicos no
controlados. Se han logrado importantes resultados: los
microorganismos se adaptan a los hidrocarburos y desa-
rrollan vías de degradación.

Ej. una gran acumulación de productos bifenilpoliclorados
(BPC) ocurrió en el río Hudson (NY) y los microorganis-
mos nativos fueron capaces de deshalogenarlos en anae-
robiosis. Luego los barros se airean para lograr una de-
gradación completa.

Microflora activa: un hongo el Phanerochaete chrysos-

porium es un hongo basidiomicete capaz de degradar i) la
madera (podredumbre blanca) y ii) muchas sustancias
xenobióticas como benceno, tolueno, etilbenceno, xilenos,
clorados como 2,4,5 triCl etileno (TCE) y triclorofenoles.
Estos últimos son contaminantes de conservantes de la
madera y se usan también como pesticidas.

Los productos son degradados actuando como nutrientes
(fuentes de energía, carbono) en la fase lograrítmica de
crecimiento o por cometabolismo: donde la sustancia es
degradada luego del crecimiento activo.

Los procesos ocurren:

 i)  en la naturaleza, caso de derrames, causes contami-
nados con derivados de petróleo, pesticidas, etc.

ii) en biorreactores: aparatos diseñados por la industria
que contienen en general una fase sólida con los micro-
organismos activos adsorbidos a la misma o bien con
enzimas como la lignina peroxidasa, piranosa oxidasa,
activas en la  degradación de la madera, actuando al
estado adsorbido.

Control de la biodegradación

Existe una gran fuente de contaminación por el desarrollo
de microorganismos en el fondo de tanques que actúan

como depósitos de combustibles (estaciones de servicio,
combustibles para aviones, etc.)

Se requiere una limpieza a fondo de los filtros y eliminan-
do el biofilm que se forma contra las paredes y que resul-
ta difícil de eliminar por las técnicas usuales de limpieza.
Se desarrolla un hongo, llamado hongo del queroseno,
Cladosporium resinae a expensas de esos residuos fir-
memente adheridos.

La degradación de maderas blandas almacenadas para la
fabricación de papel ocasiona pérdidas importantes. Los
productos de desecho se lavan, pero los micoorganismos
se desarrollan y alteran las propiedades de los materiales.

Se aplican biocidas: antes se usaban derivados de Hg,
pero actualmente se los considera muy tóxicos y contami-
nan los ríos.  Para evitar los biofilms se usa cloro, fenoles,
organosulfurados, lavado con álcali caliente. Otros pro-
ductos de la industria pueden ser atacados por microor-
ganismos degradadores alterando la materia prima, como
los textiles, cueros, metales, pinturas, hormigón.

Fitorremediación

Algunas plantas exhiben una tolerancia excepcionalmente
alta a elementos minerales y son capaces de acumularlos
en sus tejidos. Estas plantas acumuladoras  son en general
indígenas en un suelo particular o roca madre y se em-
plean para depuración de suelos contaminados.

Una estrategia muy utilizada en la actualidad, consistente
en recrear en el sitio contaminado una comunidad planta/
microorganismos capaces de tolerar el polucionante y
participar en su eliminación (cuadro 8, figura 3). Se ase-
gura la degradación de polucionantes orgánicas por plan-
tas o microorganismos asociados (hongos micorrícicos,
metanotróficos, bacterias rizosféricas). También se están
desarrollando técnicas genéticas para producir plantas con
la capacidad de degradar atrazina y otros pesticidas. Las
plantas extraen los contaminantes, se cosechan y proce-
san en forma controlada (reciclaje).
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En este capítulo se analizarán algunas de las estrategias
biológicas para restaurar suelos y aguas contaminadas y
llevarlos a un estado no tóxico,  llamado también “estado
saludable”. Un ambiente sano es esencial no solo para sos-
tener la producción de alimentos para los habitantes del
planeta, sino también para brindar una buena calidad de
vida. A través del análisis de algunos casos, se ilustrará
sobre los mecanismos de biodepuración aplicados.

La biorremediación, término no traducido al español, con-
siste en la aplicación de  un conjunto de técnicas que per-
miten aumentar la biomasa microbiana del suelo y las acti-
vidades de los microorganismos y vegetales con el objeto
de lograr la recuperación de ambientes polucionados o con-
taminados. En particular se estimula la biodegradación de
productos con carácter xenobiótico, originados por activi-
dades del hombre y que contaminan el ambiente.

Bajo esta denominación se agrupan una variedad de pro-
cesos de biotratamiento que varían en sus mecanismos
de acción:

� mineralización

� transformación parcial de moléculas tóxicas a otras sin
toxicidad

� humificación

� alteración del potencial redox

� compostaje

Algunos de los problemas de polución ambiental pueden
resolverse por estos mecanismos: cerca de 300 compues-

23 Biorremediación

tos polucionantes del suelo se consideran factibles de bio-
degradación microbiana, por lo que la bioremediación se
aplica en ambientes contaminados por:

� derramamiento de petróleo bruto e hidrocarburos deri-
vados (benceno, xileno, tolueno, policíclicos, etc.)

� solventes diversos (clorados, como el tricloroetileno,
acetona, butanol, etilenglicol, cloruro de metilo)

� otros: pentaclorofenol, TNT, halógenos, pesticidas

� metales, como mercurio, plomo, cadmio

� radiactivos, como el radio, plutonio

� pesticidas, como 2,4-D, atrazina, malation

� bifenilos policlorados como el araclor

Estos contaminantes son introducidos a ambientes natu-
rales por las actividades del hombre. Algunos entran in-
tencionalmente al suelo, como los pesticidas, o acciden-
talmente, como los hidrocarburos, por pérdidas de tan-
ques, fugas en los sistemas de transporte.

Si bien en nuestro país, este no es un problema muy gra-
ve, han ocurrido accidentes en relación a derrames de
petróleo en el Río de la Plata, contaminación por plomo
en suelos y fugas de tanques de hidrocarburos en esta-
ciones de servicio.

En USA, el servicio de protección ambiental (EPA) estima
que los tanques de gasolina pierden unos 40 millones de
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Cuadro 8-  Mecanismos de fitorremediación

i) indirectamente, estimulando la actividad microbiana en la rizosfera

ii) directamente: absorbiendo el polucionante e inmobilizándolo (en
maderas, en caso de árboles) o degradándolo en sus tejidos

Se usan: plantas herbáceas (flotadoras, de crecimiento rápido,
     como los camalotes)

     árboles: especies fijadoras de N
2
: Alnus glutinosa,

            Casuarina (resisten altos niveles de Cu, Cd, Zn. Pb

i)  los costos de instalación y mantención  deben ser menores que
en otros tratamientos

ii)  la biomasa puede ser utilizable por el ganado (leguminosas her-
báceas) o enterrada (abono verde)

iii) en el caso de los árboles, la madera no entra en la cadena ali-
mentaria humana (muebles, papel)

Figura 3- Procesos involucrados en la fotorremediación

Arboles en fitorremediación

A estas especies se les requiere:

i) que produzcan una biomasa radical muy desarrollada
capaz de estimular la actividad microbiana rizosférica

ii) que presenten genes que secuestren metales pesa-
dos o degraden sustancias indeseables (fenoles halo-
genados)

Ejemplos de árboles usados en la depuración de aguas y
atmósfera

Son seleccionados árboles fijadores de nitrógeno (AFN)
por su rápido crecimiento y adaptación a ambientes
pobres.

Especies de Casuarina pueden filtrar el aire y retener pol-
vos industriales (radioactivos) y reducen el efecto inver-
nadero. Ejemplo Casuarina glauca y C. cunninghamiana

son usadas en suelos salinos o sódicos  en California y se
informa que reducen el volumen de aguas salinas de dre-
naje  y con nitratos. Limitan la eutroficación de las aguas
con nitratos, sulfatos.

Eliminan la polución por nitratos, mediante la absorción
radical y activando la desnitrificación, con microorganis-
mos estimulados en la rizosfera que emplean sustratos
carbonados a partir del  mantillo.

Otras especies fijadoras de nitrógeno son empleadas en
tratamiento de aguas servidas en el Cairo: Acacia saligna

A. nilotica, Erythrina indica, asociadas a especies no fija-
dores como Populus, Salix, etc.

Otros ejemplos incluyen (cuadro 9):

Cuadro 9- Ejemplos de fitoacumulación

1- Alfalfa que hiperacumula N, absorbe gran cantidad de nitratos
2- Sebertia sp acumula hasta 25% de Ni
3- Thlaspi sp acumula más de 4% de Zn
4- Tierras inundadas con vegetales que remueven uranio y selenio
 Problemas

# La hiperacumulación es a veces específica para un solo
   elemento
# La mayoría de las plantas crecen lentamente y con bajo
   rendimiento
# Procesamiento: es necesario colectar la fitomasa y recu
   perar los contaminantes
# Pueden estar asociadas a  enfermedades poco estudiadas

i) empleo de híbridos de álamos en zona talada para con-
vertirla a la agricultura, redujeron los nitratos un aguas
subterráneas de 50-100 a 5 mgL-1, y eliminaron el 20%
de la atrazina

Fitovolatilización
Remoción de los
contaminantes del suelo y
liberación a la atmósfera

Fitoextracción
Extarcción de
contaminantes por los
vegetales

Rizodegradación
Metabolismo microbiano
del contaminante en la
rizosfera
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ii) palmeras plantadas en suelos marginales con 5000ppm
TNT redujeron el TNT en la solución del suelo de 128 a
10ppm en una semana

El cuadro 10 resume algunas consideraciones en la apli-
cación de esta técnica de biorremediación.

Cuadro 10- Condiciones del éxito de la
fitorremediación con árboles

� elección cuidadosa de las especies de AFN mejor adaptados a
las condiciones a rehabilitar: con crecimiento rápido (2m/año en
altura)

� inoculación con: bacterias simbióticas, hongos micorrícicos, mi-
croorganismos promotores del crecimiento vegetal y componen-
tes de la microfauna

� aplicación de técnicas de acompañamiento: abonos, dosis míni-
mas de fertilizantes (P), sin olvidar la irrigación

� estudiar el efecto de la irrigación y de los polucionantes de las
aguas en la FBN

� cuidar de no polucionar las napas freáticas si la irrigación no se
controla

� no se sabe aun si el carácter de FBN mejora o no la adaptabili-
dad y el rol depurador de la vegetación leñosa

En el caso de la absorción directa, las moléculas peque-
ñas, de bajo peso molecular son favorecidas en relación
a las de mayor peso molecular ya que las últimas, so-
bretodo si son lipofílicas, tienden a ser excluidas de la
zona radical.

En resumen: Se analizaron procedimientos biológicos
para lograr restaurar suelos y aguas contaminados, la
mayoría de las veces por actividades del hombre, que
es necesario llevar a un estado “saludable”. Los abor-
dajes incluyen remediación pasiva o activa,  con aditi-
vos de fertilizantes, control de la humedad y tempera-
tura, incorporación de gases a presión (O

2
, CH

4
), oxi-

dantes (H
2
O

2
), compostaje, rellenos sanitarios y fito-

rremediación.

La literatura abunda en situaciones particulares con abor-
dajes realizados en general, por empresas dedicadas a

esta tarea. Alguno de estos casos sirvió como ejemplo de
biorremediación.

La biorremediación es en general, menos riesgosa
para el personal que la aplica y menos costosa que
los otros procedimientos ya que los contaminantes
pueden tratarse en el lugar. Por su naturaleza bioló-
gica ejerce impacto menor en el ambiente ya que no
genera residuos.

No pueden dejarse de señalar desventajas del proce-
dimiento, relacionadas a: el contaminante puede pre-
sentarse con baja biodisponibilidad, pueden darse si-
tios con una mezcla de contaminantes orgánicos e in-
orgánicos.

En estos casos puede darse la situación de que un com-
puesto pueda degradarse, mientras que otro sea tóxi-
co para los microorganismos o que las condiciones am-
bientales para los distintos contaminantes pueden ser
muy diversos: aerobiosis/anaerobiosis, distintos pH, se-
quedad.

Se requieren aún mayores estudios para manejar las in-
teracciones biológicas, físicas y químicas en ambientes
con mezcla compleja de contaminantes.
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No ocurre lo mismo con árboles, ya que los metales que-
dan en la madera, que no integra la cadena trófica.

Resumen: grandes cantidades de residuos se generan
cada año por actividades domésticas, agrícolas e indus-
triales que deben ser manejados a los efectos de evitar
severos efectos contaminantes en el ambiente. Un con-
junto de sustancias químicas, conocidas como recalcitran-
tes, de muy lenta degradación son introducidas delibera-
damente o por accidente en los causes de aguas y en los
suelos y pueden persistir por largos períodos de tiempo.
Su persistencia es incrementada por su adsorción a la
materia orgánica o a la fracción mineral del suelo. Resulta
de suma importancia el conocimiento de los efectos de
una nueva sustancia, por ejemplo un pesticida, sobre los
principales grupos y procesos microbianos, además de
manifestar su inocuidad sobre el hombre, antes de reco-
mendar su comercialización y empleo.
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Preguntas de repaso

1) Cite ejemplos de sustancias denominadas recalcitran-
tes, de origen  natural y sintéticas

2) ¿Qué destino tienen en la naturaleza?
3)  Alternativas de biodegradación de pesticidas en el suelo
4) Mecanismos físicos, químicos y biológicos que puedan

explicar la desaparición de un pesticida agregado al
suelo

5) ¿Por qué los microorganismos son usados como orga-
nismos test para determinar el efecto de un nuevo pro-
ducto a ser liberado a la naturaleza?

6) Señale algún método que permita evaluar el efecto de
una nueva sustancia usada como fertilizante, en la mi-
croflora del suelo

7) Discuta los procesos de degradación de un polucio-
nante por metabolismo normal y por cometabolismo

8) ¿En qué situaciones puede incrementarse el nivel de
metales pesados en un suelo?
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10) Señale algún mecanismo para la eliminación de me-

tales (Cd, Hg, Cr) del suelo
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Preguntas de repaso

1) Defina el término biorremediación
2) ¿En qué situaciones estos procedimientos son de apli-

cación ventajosa en relación a otros posibles?
3) Concepto de los términos: bioaumentación y bioesti-

mulación. Ejemplos de sus aplicaciones
4)  Analice el caso de inoculación con microorganismos

seleccionados
5) Explique brevemente estrategias para obtener estos

microorganismos disponibles para la inoculación de
grandes áreas contaminadas

6)  Empleo de vegetales en la biorremediación. Mecanis-
mos involucrados

7) Discuta los procesos de degradación de un polucio-
nante por metabolismo normal y por cometabolismo.

8) ¿Por qué conviene seleccionar vegetales (árboles y/o
herbáceas) fijadoras de nitrógeno en la depuración de
ambientes contaminados?

9) ¿Cuál es el destino de metales pesados en caso de la
fitorremediación por árboles?
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Xenobióticos inorgánicos

Muchos compuestos inorgánicos se forman como dese-
chos en las industrias modernas, como anhídridos de S y
N y las sales de metales pesados, que se consideran xe-
nobióticos por la elevada concentración liberada en am-
bientes naturales, sobre todo aguas y suelo y los efectos
deletéreos que ejercen en la biosfera. A pesar de que
muchos metales son abundantes en la corteza de la tie-
rra, las actividades del hombre, como la combustión de
petróleo y derivados, minas y prácticas agrícolas, frecuen-
temente incrementan su concentración a niveles tóxicos.
Entre los metales tóxicos a alta concentración se incluye
el arsénico, boro, cadmio, cromo, cobre, plomo, mercurio,
molibdeno, níquel, selenio, zinc, vanadio.

La aplicación de abonos orgánicos puede conducir a la
acumulación de metales en el suelo, muchos de los cua-
les pueden ser tóxicos para los animales y el hombre.

El cuadro 9 (Stevenson y Cole, 1999) presenta los niveles
en minerales en abonos obtenidos por biodegradación
anaerobia y por compostaje.

Cuadro 9- Rangos en la acumulación de
elementos minerales (mg/kg) en dos tipos de

abonos orgánicos

Mineral Biofertilizante Compost

As 6-230 1-4,8

Cd 4-846 1-13,2

Cr 17-99.000 8,2-130

Hg 1-10.600 0,5-3,7

Ni 10-3.500 7-100

Pb 13-19.700 22-913

Muchos países impiden el uso de abonos orgánicos a los
suelos si estos contienen metales pesados para evitar su
acumulación luego de varios años de aplicación. Com-
puestos orgánicos solubles en agua pueden formar com-
plejos organo-metálicos y desplazar los metales en el suelo
y hacia aguas freáticas, incrementando los riesgos de
contaminación.

Los microorganismos poseen la capacidad de trans-
formar elementos minerales, por ejemplo, al usarlos
como fuente de energía (Fe++ a Fe+++ por Thiobacillus),
aceptor de electrones (Mn+4 a Mn+2 por Bacillus), oxi-
dación (As), alquilación (CH

3
- + Hg+2         CH

3
Hg-, por

Clostridium).

Efecto del suelo y las plantas sobre los metales
tóxicos
Numerosas prácticas culturales se han implementado para
controlar el ciclo de los minerales en el suelo, como aque-
llas que disminuyen su disponibilidad por encalado que
eleva el pH o la incorporación de residuos vegetales y
otros materiales ricos en materia orgánica que facilitan la
quelación de los mismos (complejos organo-metálicos),
la arada profunda que baja su concentración en la super-
ficie y la selección de plantas por sus características de
enraizamiento (del tipo profundo) y con reducida capaci-
dad de asimilar y acumular metales tóxicos en la porción
cosechable del cultivo.

La selección vegetal es muy importante ya que distintas
especies en un mismo suelo presentan marcadas dife-
rencias en la concentración de elementos traza.

Finalmente, la materia orgánica ejerce un efecto tampón
mejorando los efectos adversos de los metales  introduci-
dos al suelo como contaminantes. El plomo y el cadmio,
son contaminantes altamente tóxicos que se introducen
al suelo en grandes cantidades  a partir de deposiciones
de la atmósfera, en ecosistemas agrícolas y forestales.
Pero se ha visto que gran parte es inmovilizado por for-
mación de complejos con la materia orgánica en el suelo
forestal, enriqueciendo las capas orgánicas con metales
pesados. Existe el temor de que el Pb y el Cd puedan
eventualmente ser movilizados y transportados a causes
de agua como complejos solubles (Stevenson y Cole,
1999).

Los vegetales se emplean también para depurar un am-
biente (suelo, aguas) de metales pesados. La acción la
ejercen o bien los microorganismos de su rizosfera o las
propias plantas hiperacumulan los metales pesados (ca-
pítulo 23). Estas plantas (acuáticas como los camalotes,
otras especies herbáceas como maíz, sorgo) deben eli-
minarse del ambiente y tratarse en usinas especializadas.

 ➤
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Muestreo y análisis físico-químicos

Muestreo de suelos, aguas, alimentos, conservación de
las muestras, humedad:

H% y factor de corrección de la humedad (h)

Análisis físicos y químicos: pH, C-orgánico, N-organi-
co, N-NH

4
+, N-NO

3

–

Prácticas usuales en el Laboratorio de
Microbiología

Bioseguridad, microscopía, tinciones, siembra y aislamiento

Indicadores biológicos en estudios de
ecología microbiana

Actividad respiratoria: desprendimiento de CO
2

Biomasa microbiana: C de la biomasa por técnicas de
fumigación-inoculación y fumigación-extracción. N-bioma-
sa, P-biomasa

Indices: Coeficiente de mineralización del C-orgánico= (C-
CO

2
/C total) x 100

    Biomasa como %C total=  (C-biomasa/C total) x 100
    Coeficiente respiratorio= qC-CO

2
/C-biomasa

Actividades enzimáticas: deshidrogenasas, fosfatasas
ácida y alcalina, hidólisis del acetato de fluoresceína (FDA)

Anexo práctico

Diversidad estructural y funcional de comunidades mi-

crobianas del suelo:

Perfil fisiológico de la comunidad, análisis de moléculas
específicas: ácidos grasos, ácidos nucleicos

Recuentos microbianos: heterótrofos totales, hongos, al-
gas, protozoos, grupos fisiológicos

Ciclos biogeoquímicos e interacciones con
plantas

Carbono: actividad mineralizante, amilolíticos, celulolíticos

Nitrógeno: Fijación biológica del N
2
 (FBN), minerali-

zación: amonificación, nitrificación. Pérdidas: desni-
trificación

Azufre: sulfooxidación, sulfatorreducción

Fósforo: solubilización de P insoluble. Mineralización de
P-orgánico

Micorrizas: ecto y endomicorrizas del tipo arbuscular. Ino-
culación

Biodegradación de residuos

Evaluación del grado de madurez de compost

Bibliografía
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La nodulación y la fijación del nitrógeno en legumino-
sas pueden ser afectadas por pesticidas, sobre todo por
aquellos aplicados a las semillas que además se inoculan
con rhizobios específicos. Se propone separar en el tiem-
po las aplicaciones de inoculante y fungicida o trabajar
con mutantes de rizobios resistentes a los pesticidas más
empleados. El cuadro 8  evidencia la importancia de esta
línea de trabajo.

Se informó de marcada inhibición de la actividad nitro-
genásica en la rizosfera de 25 variedades de sorgo,
cuando se emplearon dosis tres veces superiores a las
normales de atrazina (4,5 kg/ha)(Frioni, 1999), efecto
que desapareció en otro ensayo de campo, en Argenti-
na, sin herbicida. En el mismo cultivo, se comprobó en
otro ensayo con aplicaciones de distintas dosis de tres
herbicidas: atrazina, linurón y 2,4-D amina, que la ce-
lulolisis fue inhibida por todos los tratamientos pestici-
das. Este efecto fue observado por otros autores y se
atribuye a la falta de sustratos carbonados (las male-
zas son suprimidas) y a una inhibición selectiva de la
celulasa.

Numerosas revisiones incluyen determinaciones de efec-
tos sobre procesos biológicos como respiración, mine-
ralización del nitrógeno, nitrificación, datos sobre recuen-
tos de ciertos grupos de microorganismos, evaluación
del ATP de origen microbiano, enzimas específicas (des-
hidrogenasas, celulasa, amilasa, etc.), fijación del nitró-
geno. Se propuso un programa de análisis a los que
deben ser sometidos los pesticidas antes de que su dis-
tribución sea autorizada por autoridades competentes,
donde se incluyen estudios sobre la población normal
del suelo, además de los clásicos controles sobre sani-
dad humana y vegetal:

1. Actividad respiratoria (CO
2
, O

2
) evaluada en el la-

boratorio en muestras de suelo: sin aditivos (respira-
ción endógena), con glucosa (proceso activado por el
desarrollo microbiano) y con restos vegetales (degra-
dación de materia orgánica compleja por sucesiones
microbianas).

2. Transformaciones del nitrógeno: amonificación, ni-
trificación.

3. Fijación simbiótica del N
2
, en macetas: nodulación:

número, peso, tamaño, actividad nodular, rendimiento
vegetal.

4. Microorganismos particulares y antagonismos: mi-
corrizas, patógenos vegetales, antagonistas.

5. Estabilidad de agregados y mejoramiento de la es-
tructura.

Los estudios incluyen distintas dosis de los productos, for-
mas de aplicación: incorporación, pulverización, etcétera.
Es muy importante realizar experiencias a nivel de cam-
po; ya que resulta casi imposible correlacionar resultados
obtenidos bajo condiciones controladas con los logrados
cuando estas sustancias llegan al suelo, en condiciones
naturales.

Cuando se observan efectos laterales en ensayos de
laboratorio, los pesticidas deben llevarse a la naturaleza
y realizar allí las observaciones, aunque estos trabajos
son largos y se debe considerar el efecto del ambiente
(temperatura, humedad, nutrientes) sobre las propieda-
des biológicas que evaluamos, afectadas además por
los pesticidas.

En resumen: se puede señalar que raramente la agricul-
tura moderna dejará de emplear estos productos para lo-
grar incrementar los rendimientos. Reconocida la toxici-
dad de la mayoría de ellas para el hombre, animales y
microorganismos, es de esperar que se empleen cons-
cientemente por los técnicos y productores y en las dosis
recomendadas, evitando contaminar recursos tan impor-
tantes como suelos y aguas, con productos altamente tóxi-
cos y escasamente biodegradables.

Los agroquímicos parecen no ejercer efectos de larga
duración en actividades microbianas del suelo cuando se
aplican a dosis recomendadas. Sin embargo, al emplear-
las a dosis superiores, provocan efectos negativos, de
corta duración, particularmente sobre transformaciones del
carbono y del nitrógeno.

Las prácticas de control de plagas incluyen cada vez más
las técnicas de Control Biológico, empleando microor-
ganismos antagonistas de fitopatógenos (capítulo 17).
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Muestreo y acondicionamiento de las mues-
tras de suelo

a) un número adecuado de submuestras (10-20) compo-
ne la muestra de suelo, por ejemplo, 1 Kg, recogidas en
el predio al azar

b) secar las muestras al aire, sobre papel absorbente en
bandejas dentro del laboratorio o usarlas inmediatamen-
te (estado fresco)

c) tamizar el suelo a 2mm y guardarlo en bolsas de plástico
bien cerradas y rotuladas en heladera (3-5ºC) hasta efec-
tuar los análisis (no más de 15 días-1 mes). Según las
determinaciones a efectuar, muchas muestras pueden
guardarse congeladas a –20ºC hasta su empleo y a otras
se las analiza al estado fresco, como vienen del campo.

Determinación del porcentaje de humedad
Se realiza en cápsulas metálicas con tapa, numeradas y
pesadas previamente = Peso Tara (PT). En caso de no
disponer de las mismas, usar cajas de Petri

Procedimiento
a) Colocar suelo fresco en las cajas, pesar las mismas

(una cifra después de la coma) = Peso Fresco (PF)

b) Colocar las muestras en estufa a 105°C durante 48
horas, destapadas (conservar los rótulos)

c) Poner las cajas tapadas en desecador con silica-gel
deshidratado o CaCl

2
 anhidro hasta pesar

d) Pesar nuevamente = Peso Seco (PS)

Cálculo del H% (agua como % del peso seco del suelo)

H%  =  PF - PS  x 100

 PS - PT

Cálculo del factor de corrección de la humedad:

h  =  100 + H%

  100

NOTA: al multiplicar los datos por h, éstos se expresan
por suelo seco

Análisis físicos y quimicos

(Bremner, 1965; Nelson y Sommers, 1982¸ Robertson et

al., 1999)

pH

Mezclar 1 parte de suelo con 2,5 partes de agua. Agitar y
medir en pHmetro. Se suele medir también en solución
de KCl

C-orgánico

El C-orgánico del suelo es oxidado por tratamiento con
dicromato de potasio y ácido sulfúrico concentrado en
caliente. El Cr+3  liberado se determina colorométricamen-
te y se asume que es proporcional a la materia orgánica
del suelo

� Pesar 0,5-2g de suelo seco al aire en matraz de 100mL,
agregar 20mL de solución de dicromato de potasio
0,33M (98,06g K2Cr207 en 1L agua, si es necesario
calentar). Agregar cuidadosamente 15mL de ácido sul-
fúrico concentrado (96-98%) bajo campana. Reposar
por 2-3 horas

� Diluir a 100mL con agua destilada y mezclar. Dejar toda
la noche

� Determinación fotométrica: tomar 1 mL y diluir a 25mL
con agua destilada, mezclar brevemente. Diluir solucio-
nes estandares en la misma forma

� Medir las muestras a 570mn frente a blancos y calcular %
C-orgánico a partir de la curva de calibración (ajuste a una
recta): ejemplo:  3,75 g de glucosa en 1L agua, equivale a
1,5g de C/L o 1.500 mg/L= 1.500ppm. Diluir la misma 5
veces para obtener 0,3g/L y 20 veces para 0,075g/L.

� Determinar contenido de C de alícuotas de las solucio-
nes estandares, por ejemplo entre 0 y 1mg/mL de solu-
ción por el mismo procedimiento que las muestras de
suelo analizadas

Nota: Considerando que el contenido medio de carbono
en la materia orgánica es de 58%, el C-orgánico se con-
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otros resistentes. Estos cambios pueden ser de corta
duración, aunque la población puede ser afectada en
algunos casos por largos períodos

� grados de susceptibilidad: una especie puede decli-
nar apreciablemente, una segunda puede alterarse sólo
ligeramente y otras pueden resistir el efecto del pestici-
da. Las hifas de los hongos y las células vegetativas de
las bacterias son aún más afectadas que los conidios o
esclerocios de los hongos o que las endosporas bacte-
rianas

� efecto en interacciones biológicas: algunos fungici-
das pueden provocar estimulación en la incidencia de
enfermedades, hecho que se atribuye a inhibición de
poblaciones que compiten con la especie perjudicial y a
la proliferación de poblaciones antagónicas

� efectos sobre procesos microbianos: en las transfor-
maciones de compuestos nitrogenados, se puede ge-
neralizar que, salvo en el caso de fungicidas presentes
en el suelo en alta concentración, la mineralización y

la desnitrificación no son muy afectadas, mientras que
la nitrificación es uno de los procesos más sensibles,
acumulándose amonio. Esta sensibilidad de los nitrifi-
cantes autótrofos se usa para evaluar los efectos tóxi-
cos de diferentes dosis de pesticidas, mediante la eva-
luación de los nitratos

Cuadro 8 - Rendimiento y contenido de nitrógeno
en leguminosas  inoculadas y tratadas con

pesticidas en el invernáculo (mg/planta)

                                  Semillas tratadas       Semillas no tratadas

Inoculante rendimiento N rendimiento N

                                                    alfalfa con thiram

ninguno 270 5,9 290 6,8
Rhizobio sensible 280 6,6 440 12,2
Rhizobio resistente 490 13,2 500 14,6

                                                      caupi con phygon

ninguno 1150  21,7 1100   23,2
Rhizobio sensible 1820  36,4 3820   97,0
Rhizobio resistente 3930 105 3790 106

te varios años, se obtienen mediante modelos de predic-
ción, curvas de desaparición simuladas de estas sustan-
cias.

En general, la concordancia entre valores observados y
simulados es buena y su empleo resulta muy útil, sobre
todo si se consideran las dificultades en la toma de mues-
tras representativas en el campo, la variabilidad asociada
en la determinación de cantidades pequeñas, etc.

Figura 3- Estructura química de algunos de los pesticidas
más persistentes en el suelo

Acción de los pesticidas sobre la microflora

La bibliografía señala innumerables citas relativas a ca-
sos de supresión o inhibición de algún grupo importante
de microorganismos por efecto de pesticidas.

Efectos

� modificación del espectro de especies dominantes,
pueden se suprimidos géneros comunes y aparecer
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vierte en contenido de materia orgánica  empleando el
factor 1,72

N-orgánico

En  digestión con H
2
SO

4
 el N-orgánico se convierte en

amonio. Se aumenta la temperatura de digestión con
K

2
SO

4
 y el Cu y Se actúan como catalizadores que incre-

mentan la velocidad de oxidación de la materia orgánica.
El N-NH4+  formado se puede determinar de varias mane-
ras: colorimétricamente con reactivo de Nessler, con elec-
trodos específicos o por destilación con álcali. En este caso
el destilado se recoje en ácido bórico y se forma borato de
amonio, que se valora con ácido clorhídrico.  Los nitratos
y nitritos no se incluyen en esta valoración, sino que se
determinan como amonio luego de su reducción con amal-
gama Dewarda (Cu,  Zn en polvo).

� 0,5-2g de suelo seco al aire se colocan en balones de
Kjeldahl de 100mL (semi-micro análisis), se agrega 0,5g
de mezcla catalítica (100g de K

2
SO

4
, 10g CuSO

4
.5H

2
0,

1g de Se) y 20mL de ácido sulfúrico concentrado. Ca-
lentar en el equipo Kjeldahl a más de 400ºC hasta que
la solución se aclara

� Enfriar a temperatura ambiente y llevar el volumen a
100mL en recipiente aforado

� Transferir una alícuota  al balón de destilación. Colocar
10 mL de solución de ácido bórico al 10% en un erlen-
meyer donde se  recogerá el destilado y unas gotas de
indicador, por ejemplo una mezcla de verde de bromo-
cresol y rojo de metilo

� Agregar exceso de solución de NaOH (32%p/v) al balón
de destilación y calentar por 3-20 minutos por arrastre
de vapor hasta transferir todo el amonio (reacción neu-
tra en el destilado, medida con papel pH)

� Valorar con ácido sulfúrico diluído (0,05M valorado) hasta
viraje del indicador. Proceder igual con los blancos

%N = S-C x 14. 0,005 N x 100x h .100 S = gasto en la muestra
           Alícuota  X Peso suelo C= gasto en el blanco

14= equivalente en N
h= factor de corrección H%

N-NH
4

+
, N-NO

2

-
 y N-NO

3

-

La amonificación y la nitrificación se evaluan por  la pro-
ducción de N-NH

4
+, N-NO

2
- y N-NO

3
- y su variación en el

tiempo en el suelo mismo, solo o con distintos agregados:
fertilizantes, pajas, pesticidas, etc.. Los ensayos pueden
ser controlados en laboratorio (in-vitro) lo que evidencia
actividades potenciales o en el campo (in situ), donde
se evalúan las actividades reales.

Es de destacar que estas medidas constituyen un dato
puntual, una imagen como fotográfica de los que realmente
ocurre ya que estos iones siguen numerosas vías en los
ecosistemas terrestres  o acuáticos (capítulo 10).

Las técnicas de evaluación de amonio, nitrito y nitrato son
muy variadas: colorimétricos,  electrodos específicos, por
desplazamiento del amonio con una base fuerte (OMg) y
titulación con ácido, reducción de nitritos y nitratos por
metales reductores, desplazamiento del amonio formado
y su valoración, como anteriormente (técnica semi-micro
Kjeldahl)

N-NH
4

+

� Colocar 2 g suelo en balón de destilación de 100 ml,
agregar 10 mL KCl 2N y 0,1 g de OMg

� Conectar el balón al aparato de destilación con arrastre
de vapor, destilar y recoger en erlenmayer de 125 mL
con 5 mL sol. al 2% de ácido bórico con mezcla indica-
dora de verde de bromocresol y rojo de metilo, destilar
hasta unos 30 mL

� Valorar el amonio con H
2
 SO

4
 0,005N con microbureta o

pipeta de 5 mL hasta desaparición de color verde y apa-
rición de tono rosa

   gasto= GM, igual procedimiento para blancos (gasto =  GB)

N-NO
3

– 
(incluidos los nitritos)

� se procede como anteriormente, agregando al mismo
balón en que se determinó el amonio y se enfrió en agua,
0,2 g de aleación Devarda (mezcla de metales reducto-
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ción dependerá de las relaciones de adsorción entre los
herbicidas y el suelo, su solubilidad en agua y la cantidad
de agua que atraviesa el suelo. En base a estos paráme-
tros se puede calcular la dosis requerida en una situación
dada.

Volatilización

Los ésteres del 2,4-D son volátiles y sus vapores pueden
perjudicar a otros cultivos. Estas sustancias se movilizan
en los poros del suelo como los gases, y su concentra-
ción se puede medir por destilación del agua que se eva-
pora en la superficie del suelo. Constituye una pérdida
importante, si se consideran los volúmenes de agua que
se pierden.

Los principales factores que afectan la volatilidad son: el
grado de adsorción al suelo, la temperatura, el viento, la
tensión de vapor.

Fotodescomposición

Muchos herbicidas absorben en el rango del ultraviole-
ta, pero la radiación solar con longitudes de onda meno-
res de 295 nm que llega al suelo es despreciable. El
efecto sobre los biocidas está limitado a la superficie de
suelos y aguas; sólo serán atacados (liberación de elec-
trones, formación de puentes) los pesticidas no incorpo-
rados o los que ascienden por capilaridad en épocas
secas. Puede ocurrir también cierta «sensibilización»:
la energía es absorbida por un intermediario y transferi-
da a la molécula herbicida por colisión, la que es así
dañada. Los productos de la fotodescomposición pue-
den ser similares a los obtenidos por degradación.

Remoción por los cultivos

Ciertos cultivos se siembran con el objeto de absorber
herbicidas persistentes en suelos donde se aplicaron en
altas concentraciones para eliminar toda la vegetación,
para sembrar luego plantas ornamentales. El maíz se usa
para eliminar simazina y atrazina (capítulo 23).

Persistencia en el ambiente

Como hemos visto depende del tipo del suelo, de la calidad
de las aguas, la temperatura, la  humedad, materia orgáni-
ca, coloides minerales, actividad biológica. Se puede eva-
luar en ensayos controlados o de campo. Se citan datos de
que sólo un 27 % de la variabilidad encontrada en las pérdi-
das de Picloram en 11 suelos, en condiciones controladas,
pudo relacionarse a las propiedades de los mismos. El cua-
dro 7 (Stevenson y Cole, 1999) muestra la gran persisten-
cia de insecticidas organoclorados, sobretodo DDT. Como
resultado de su pobre degradación, su empleo está muy
restringido y aun prohibida su producción y distribución. La
fórmula de algunos de los más persistentes pesticidas se
presentan en la figura 3 (Alexander, 1994).

Cuadro 7- Persistencia en el suelo de algunos
pesticidas

Pesticida                                                Persistencia en el suelo

Meses Años

Insecticidas fosforados  3
Herbicidas con ácidos alifáticos y carbamatos  3
Herbicidas con grupos nitrito, fenoxi, toluidina  6
Herbicidas con ácido benzoico, amidas 12
Herbicidas derivados de la  urea, triazina, picloram 18
Insecticidas organoclorados
                                         Chlordano                 Más de 18
                                         DDT 5
                                         Dieldrin 4
                                         Aldrin 3
                                         hetacloro 2

Los datos de temperatura y humedad son más útiles para
predecir la desaparición de un pesticida que el tipo de
suelo. La velocidad de degradación aumenta con la tem-
peratura y la humedad.

La evaluación en el campo exige numerosos ensayos,
con aplicaciones en distintas épocas y durante varios
años.

Contando con amplia información sobre datos de lluvias,
evaporación, temperatura, residuos de pesticidas, duran-
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res). Se destila el amonio formado a partir de la reduc-
ción de nitritos y nitratos

Cálculos: mgN-min/kgsuelo seco=

 14 (GM-GB) 0,005 N x h  X1000
peso de la muestra

Prácticas usuales en el laboratorio de
Microbiología

(Guía de Clases Prácticas de Microbiología, Facultad de
Agronomía, 2005: Curso Práctico de Microbiología Gene-
ral, Facultad de Química, 2000)

Normas básicas de seguridad en un laboratorio
de Microbiología
� Deben cumplirse reglas de estricta higiene en el labora-

torio, el que debe mantenerse limpio y ordenado

� Minimizar el material sobre las mesadas, las que se des-
infectan con alcohol al comienzo y al final de la tarea

� Trabajar e cámara de flujo laminar o en su defecto, en
zona protegida por mecheros, sin corrientes de aire

� Al usar cámaras de flujo laminar, controlar su esterilidad
periódicamente, encender la lámpara de luz ultravioleta
10-15´ antes de la tarea, con las puertas cerradas, de-
jarla en óptimas condiciones de limpieza al finalizar

� Todos los accidentes o derrame de materiales deben
comunicarse al docente y todo material contaminado
debe llevarse a la sala de limpieza en recipientes con
alcohol (pipetas, varillas, bisturís, portaobjetos). No de-
positarlos sobre la mesada de trabajo.

� Usar túnica y lavarse las manos al finalizar la tarea y
cada vez que se sospeche contacto con material conta-
minado

� No pipetear con la boca, emplear peras de goma y/o
pipetas especiales

� No fumar, llevar alimentos o beber en el laboratorio

Microscopía
� Colocar la preparación

� Abrir el diafragma de la fuente de luz y el del condensa-
dor al máximo

� Colocar el objetivo de menor aumento: x10

� Encender la fuente de luz, ajustar los binoculares a la
distancia interpupilar

� Enfocar la preparación, cerrando el diafragma de la fuen-
te luminosa hasta visualizar una imagen poligonal

� Bajar el condensador hasta distinguir nítidos los contor-
nos del polígono, si la imagen no está en el centro, cen-
trarla y ajustar el enfoque

� Abrir el diafragma hasta que el polígono apenas salga
del campo. No tocarlo más

� Elegir el contraste óptimo ajustando el diafragma del
condensador

� Verificar la iluminación sacando los oculares y obser-
vando por el tubo hacia los objetivos, ajustar el difrag-
ma a 2/3 abierto (2/3 de campo iluminado)

� Al cambiar e objetivo modificar el diafragma de la fuente
de luz y el del condensador a  la apertura del objetivo

Cada vez que se usa: limpiar el aceite de inmersión de
las lentes con un algodón seco, apagar la fuente de luz y
cubir el microscopio con su funda.

Los microscopios y lupas deben  limpiarse regularmente,
en forma profunda, tarea realizada  por técnicos especia-
lizados.

Observación de los microorganismos
Tinciones

Manipulación aséptica de los cultivos
Las técnicas en Microbiología requieren de un trabajo
aséptico, evitando contaminaciones del exterior a la mues
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tra en estudio. Trabajar en cámara de flujo laminar o entre
dos mecheros encendidos.

Toma de  muestras para observaciones micros-
cópicas o para siembra
� tomar el tubo de ensayo con la mano izquierda, de modo

que su base toque la palma de la mano y aflojar el tapón

� tomar el ansa con la mano derecha, con los dedos pul-
gar, índice y mayor dejando libres el anular y meñique a
los efectos de poder asir el tapón

� quemar el ansa introduciendo la punta en el cono frío de
la llama del mechero en posición vertical y luego ir le-
vantándola hasta que quede toda al rojo, pasarla por la
llama en un ángulo de 60º con la vertical, manteniéndo-
la siempre en posición paralela al cuerpo.

� flambear el metal adyacente

� cerca del mechero, tomar el tapón de algodón o de
plástico del tubo con los dedos anular y meñique de la
mano derecha y quitarlo girando el tubo, flambear la
boca del tubo

� introducir el ansa tocando la pared fría dentro del tubo
(sin soltar el tapón) para que el ansa se enfríe y luego
introducirla en el cultivo líquido o deslizarla sobre la su-
perficie de un cultivo sólido de abajo hacia arriba, para
tomar el cultivo a transferir (inóculo)

� sacar el ansa cargada del tubo, flambear la boca y
taparlo

� transferir el inóculo a un portaobjeto o a otro medio de
cultivo (siembra)

� quemar nuevamente el ansa

Algas, hongos y protozoos
Dado su mayor tamaño en relación a las bacterias, su
observación se realiza en general, al estado fresco, sin
fijar ni teñir, colocando las muestras entre porta y cubre-
objeto o en portaobjetos excavados que permiten obser-
var una gota de líquido suspendida.

Las estructuras de los hongos se aprecian muy bien to-
cando las colonias suavemente con una cinta adhesiva,
la que luego se pega  sobre un portaobjeto, de esta ma-
nera se evita la rotura del micelio que ocurre con el  uso
de ansas, puntas, etc. También se aprecian colocando la
caja de Petri sobre la platina del microscopio y tratando
de enfocar a bajo aumento, regulando la luz a niveles ade-
cuados.

Bacterias
� al estado fresco, sin teñir

� células fijadas, teñidas con colorantes

Las bacterias vivas son difíciles de observar sin teñir ya
que su índice de refracción es muy similar al del agua, no
se aprecia contraste con el medio que las rodea. Una pro-
piedad importante se aprecia al estado fresco es  la mo-

vilidad

� se coloca la preparación (cultivo jóven de bacterias en
medio líquido) entre porta y cubreobjeto o en portaobje-
tos excavados y se observa en el microscopio óptico a
x40 con mínima iluminación o en microscopio de con-
traste de fases. Debe distinguirse el movimiento flage-
lar que desplaza rápidamente a la célula, del movimien-
to por arrastre de corrientes de convección o del movi-
miento browniano de las bacterias inmóviles

Tinciones
Las coloraciones de bacterias tienen por objeto:
� aumentar el contraste de las células con el medio, lo

que permite distinguir forma y tamaño

� diferenciar grupos bacterianos por su reacción frente a
ciertos colorantes

� evidenciar ciertas estructuras internas (endoesporas)

Los colorantes usados son sales en las cuales el anión o
el catión son responsables del color (colorantes ácidos y
básicos, respectivamente). Las bacterias tienen afinidad
por los colorantes básicos, como el azul de metileno o el
cristal violeta. Cuando se usan colorantes ácidos como la
eosina y la nigrosina, estos no se unen al citoplasma car-
gado negativamente, sino que se depositan alrededor de
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etileno puro diluido en frasco de antibiótico cerrados. El
etileno se consigue en pequeños balones o se prepara
por reducción del etanol con ácido sulfúrico

� los resultados se expresan en micro o nano moles de
etileno (nM C

2
H

4
/g raíz seca/hora)

� efectuar dos controles: raíz sin acetileno (producción
endógena del mismo) y otro con acetileno, sin raíz (im-
purezas de etileno)

En cilindros de suelo con planta entera

� introducir un cilindro de acero abierto en ambos extre-
mos, alrededor de las plantas y retirar el sistema radical
lo más intacto posible. Sellar sobre un plato de plástico
en la base

� colocar en bolsa de polietileno, tipo Saran dejando la
parte aérea libre, sellar alrededor del tallo con banda de
goma y solución de agar (7 g/L) luego de unas 24 horas
en invernáculo para equilibrar el sistema

� una tubuladura lateral de goma permite efectuar los in-
tercambios gaseosos. Si no se cuenta con medidor de
flujo para volúmenes grandes, se puede generar el ace-
tileno en la bolsa a partir de carburo de calcio y agua. A
los efectos de calcular el volúmen de la bolsa y posibles
pérdidas se introduce volumen conocido de propano,
como estándar interno

� leer luego de 1-2 horas de introducción del acetileno

� efectuar blanco de suelo sin plantas

Asociación Rhizobium-leguminosa
(Balatti y Jardim Freire, 1996; FAO, 1983 y 1984; Duhoux
y Nicole,  2004; Graham y Vance, 2000; Milnitsky et al.,
1997;  NifTAL, 1981)

Aislamiento de rhizobios a partir de nódulos (figura 1)
� lavar cuidadosamente las raíces noduladas bajo el agua

de la canilla

� elegir nódulos grandes y vigorosos, separarlos de la raíz
dejando pequeña porción de ésta a cada lado del nódulo

� Desinfección: colocar los nódulos en tubo de ensayo
con tapa rosca o en sistema preparado cortando jerin-
gas de plástico y adhiriendo con banda elástica en un
extremo del cilindro una gasa para sumergirlo en las
distintas soluciones : alcohol 70% durante 1 minuto,
cambiar a NaClO al 2% por 3-5 minutos, agitando, lavar
5-6 veces  con agua destilada estéril

� Maceración del nódulo con auxilio de varilla de vi-
drio, bisturí o ansa estéril, puede efectuarse entre
dos portaobjetos o en un borde de la tapa de la caja
donde se efectuará el aislamiento, con unas gotas
de agua

Figura 1- Aislamiento de rhizobios a partir de nódulos e
inoculación de plántulas

Aislamiento
1. en superficie: sembrar por agotamiento con ansa

en superficie de medio EMA (extracto de levadu-

ra manitol agar), llamado también M-79, con rojo
Congo

2. en inclusión: colocar 1 mL de agua estéril en 3 cajas de
Petri vacías. Con el ansa flambeada tomar contenido
nodular y diluirlo sucesivamente en las 3 cajas. Agregar
el medio en sobrefusión (menos de 45ºC) y por repeti-
dos movimientos mezclar con el inóculo

� incubar las cajas en posición invertida a 28ºC: las colo-
nias de rhizobios de crecimiento rápido aparecen a los
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ellas coloreando el fondo y contrastando con las células
incoloras (coloración negativa o indirecta).

Coloraciones simples: usan un solo colorante, como el
azul de metileno, safranina, cristal violeta. Todas las célu-
las se tiñen uniformemente.

Coloraciones compuestas, cuando se emplean dos o
más colorantes. La coloración diferencial, como la de
Gram, es  una coloración compuesta.

Preparación de un frotis
extendido del material (cultivo sólido o líquido) sobre un
portaobjeto limpio y desengrasado con alcohol. Si se par-
te de material sólido (alimentos, suelo, colonias sobre agar)
colocar una gota de agua en el portaobjeto y disgregar el
material en una fina capa sobre el vidrio con ayuda del
ansa

secado: en forma lenta y evitando ebullición del agua del
frotis (las células se aglomeran y resulta dificultosa su vi-
sualización)

fijado: mata y fija a los microorganismos, coagulando el
citoplasma y permite su adhesión al portaobjeto. Si esta
etapa no se realiza correctamente, las células se lavan y
se pierden en la tinción. Se usa el calor: cortando la pre-
paración 3-4 veces en el cono azul del mechero de gas,
sostenida con una pinza de madera. Se pueden usar otros
procedimientos, como la fijación por metanol, formol, que
permite observar mejor células animales o vegetales que
pueden acompañar a las bacterias

Ejemplo de coloración simple: una vez frío el frotis se
coloca en un soporte adecuado sobre una pileta y se le
agrega el colorante (azul de metileno, por ejemplo), du-
rante 1 minuto, se lava al chorro suave de la canilla o
con ayuda de una piseta, se seca con papel absorbente
del lado de atrás y cerca de la llama del mechero. Se
observa a x40 y luego con inmersión (x100) con una gota
de aceite.

Coloración diferencial (Gram): evidencia diferencias en
la composición física y química de las bacterias y permite
diferenciarlas entre si:

Gram positivas, retienen el primer colorante- cristal vio-
leta o violeta de Genciana- y se ven violetas y Gram

negativas, que se decoloran con alcohol, acetona o mez-
cla de ambos y se se tiñen con el segundo colorante,
como la safranina y se ven rosadas. El complejo forma-
do por el cristal violeta y el iodo del lugol (mordiente) es
extraído, mientras que en las G+  esto no ocurre por una
diferente composición y estructura de la pared celular
(capítulo 2).

Las levaduras, eucariotas con paredes gruesas pero sin
peptidoglicano, se tiñen como Gram+, en este caso no es
la composición química sino la estructura física de la pa-
red lo que le confiere la Gram positividad.

Técnica coloración de Gram
� colocar el frotis sobre un soporte para tinciones

� cubrir con solución de cristal violeta y dejar actuar 1
minuto

(cristal violeta, 2g con 20mL etanol 96%, oxalato de amo-
nio 1% (v/v). Disolver el colorante en etanol, agregar el
oxalato de amonio y dejar 48h antes de usar, filtrar por
papel colorantes viejos)

� lavar suavemente con agua de la canilla

� cubrir con lugol y dejar 1 minuto, lavar de la misma for-
ma.

(Lugol: iodo 1g, ioduro de K, 2g, agua destilada 300mL :
disolver el iodo y el IK en agua, dejar de un día para el
otro para disolver completamente, guardar en frasco os-
curo)

� cubrir con solución de safranina y dejar 1 minuto. Lavar
y secar

(safranina: 2,5% (p/v) en alcohol 95%, 10mL, agua desti-
lada 100mL)

� observar en inmersión: G+ violetas, G- rosadas y deter-
minar forma y tamaño relativo

Coloración de esporas
� preparar un frotis pasando 10 veces por la llama para

fijar
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Determinación del efecto rizosférico (R/S) de ve-
getales sobre estos diazotrofos
� plantas de gramíneas se llevan al laboratorio con el pan

de suelo, se corta la parte aérea y se sacude la raíz con
suaves movimientos: el suelo que queda adherido se
considera rizosférico (R)

� colocar la raíz en erlenmeyer de 250 mL y peso seco
conocido con 100 mL de agua destilada estéril o solu-
ción NFb salina (sin azúcares)

� agitar 10 minutos a 70 rpm en agitador eléctrico

� decantar y realizar suspensiones-diluciones (10-1-10-4)

� retirar la raíz con pinza, enjuagarla con agua que se
recoge en el erlenmeyer. Este se lleva a estufa a 105ºC
para evaporar toda el agua y determinar peso seco del
suelo rizosférico (peso erlenmeyer con suelo seco-peso
erlenmeyer vacío). Colocarlo en desecador con Cl

2
Ca o

sílico gel para enfriarlo antes de pesar.

� con suelo no rizosférico (S) realizar suspensiones-dilu-
ciones (10-1-10-4)

Azotobacter
� inocular 3 cajas/dilución con 0,2 ml de suspensiones-

diluciones

� 10-1-10-4 del suelo (S) y del  (R) del erlenmeyer inicial y
10-1-10-3

� extender el inóculo en toda la superficie con varilla de
vidrio doblado 90º, secar a estufa a 37ºC e incubar in-
vertidas a 28ºC

� leer entre 5-7 y hasta 14 días: colonias típicas transpa-
rentes, brillantes, distinguir de contaminantes.

Cálculo de R/S, como se explicó anteriormente

Azospirillum
� inocular 3 frascos/dilución con 0,1 mL cada uno en el

medio semi-sólido, con las mismas suspensiones-dilu-
ciones que para Azotobacter, incubar a 28ºC

� leer entre los 3- 5 días por la aparición de una película
sub-superficial, determinar el número característico y
calcular la densidad con ayuda de la tabla de Mc Crady

� verificar capacidad de fijación del N
2
 de las películas,

sustituyendo el algodón de los frascos por tapón de
goma y precinto de aluminio, medir reducción del aceti-
leno a etileno (actividad nitrogenásica)

� efectuar observaciones morfológicas de los cultivos y
aislamientos en cajas de medio NFb con extracto de
levadura (N combinado); las colonias aparecen en 1 o 2
días, pero se dejan incubar por 1 semana; son blancas,
secas y pequeñas y frecuentemente se introducen en
el agar. Verificar su capacidad de reducir el N

2
 en medio

semi-sólido, sin N

(R/S)=   Nº m.o./g suelo rizosférico
Nº m.o./g suelo no rizosférico

Actividad nitrogenásica   (Döbereiner, 1980)
Reducción del acetileno a etileno en raíces cortadas

� recoger las plantas temprano en la tarde para permitir
máxima acumulación de fotosintetizados, separar la par-
te aérea y exceso de suelo y colocar las raíces en reci-
pientes con agua destilada, llevar inmediatamente al
laboratorio

� colocar las raíces en frasco que pueda cerrarse her-
méticamente: de suero, tipo antibiótico o los emplea-
dos como biberones, tapar con tapón de goma y pre-
cinto de aluminio. Reemplazar el aire por N

2 
y 5% de

aire, dejar a temperatura ambiente toda la noche para
superar la fase de latencia en la reducción observada
en gramíneas

� reemplazar un 10% de la atmósfera por acetileno y 1% O
2

� incubar a 32ºC y efectuar mediciones en las 2 o 3 horas
a partir de 0,5-1 mL de muestra tomada con jeringa de
plástico, en cromatógrafo de gases con columna de Po-
rapax Q, N o T a 80ºC temperatura y 100ºC en el inyec-
tor, gas portador: N

2

� los picos de etileno se comparan con los producidos en
las mismas condiciones y sensibilidad por muestras de
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� colocarlo sobre un soporte que permita calentamiento

� cubrir con pequeños trozos de papel de filtro, impreg-
narlos con solución de verde de malaquita y calentar
con mechero suavemente por 5 minutos, evitando ebu-
llición, agregar colorante de ser necesario.

(Verde de malaquita:  0,5g, agua destilada 100mL)

� lavar con agua

� contrastar con solución de safranina 30 segundos

� lavar con agua, secar y observar en inmersión

Las esporas se ven verdes y las células vegetativas rosa-
das. Sin teñir se pueden observar en microscopio de con-
traste de fases y muchas veces se aprecian en la colora-
ción de Gram de cultivos viejos.

Cápsulas

� Colocar una gota de tinta china en un portaobjeto limpio
y mezclar con una ansada de cultivo

� Cubrir con cubreobjeto y observar en inmersión
Las cápsulas (definidas) y las capas mucosas (más laxas)
se ven como zonas claras alrededor del organismo sobre
un fondo oscuro (coloración negativa)

Siembra y aislamiento

Sembrar o inocular es introducir artificialmente un inó-
culo microbiano en un medio adecuado, con el fin de es-
tudiarlo, propagarlo, aislarlo en cultivo puro. Puede reali-
zarse en medio sólido, semisólido o líquido, con ayuda de
ansa, pipeta, punta, hisopo.

En medio líquido: en matraces, tubos, fermentadores
industriales. El crecimiento se manifiesta por enturbiamien-
to (velo, película, sedimento) y/o por desaparición de un
sustrato o aparición de productos del metabolismo (deter-
minaciones químicas de amonio, nitratos, sulfatos, etc.).

En medio sólido: en tubos o placas de Petri

Tubos con agar inclinado (pico de flauta) para sembrarlos
se mueve el ansa o la punta cargada con el inóculo sobre la

superficie del agar con movimiento en zigzag desde el fondo
a la parte superior, cuidando de no romper el agar

Agar parado: se siembran introduciendo la punta hasta el
fondo y levantandola suavemente (siembra en picadura)

Siembra en placas
en superficie: por bañado, colocar 0,1-0,5mL de la mues-
tra con pipeta estéril en el centro de la caja y distribuir a
toda la caja con un rastrillo de vidrio estéril

en estrías, cargar el ansa y efectuar estrías paralelas en
la cuarta parte de la caja, se quema el ansa y se enfría, se
gira la caja 90º y se vuelve a estriar tocando 3-4 veces el
área sembrada inicialmente y cubriendo otro cuarto de
caja. Por último, sin quemar el ansa, se estría el resto de
la superficie sin sembrar. De esta forma se facilita el aisla-
miento de colonias

por inclusión: colocar 1mL de la muestra en una caja de
Petri estéril y vacía, sobre ella se agregan 15-20mL de
medio de cultivo fundido y mantenido en sobrefusión a
45ªC, se agita la placa para mezclar intimamente, mo-
viéndola 4 veces en sentido horario, 4 en sentido contra-
rio y hacia ambos costados, antes de que el agar se soli-
difique.

Las cajas se incuban invertidas, para evitar que el agua
de condensación caiga sobre el medio dando crecimiento
confluente e impidiendo la formación de colonias.

Cada célula viable dará origen a una colonia,

de modo que la siembra en placas se usa para

cultivar, aislar y contar a los microorganismos.

Aislamiento: obtención de cultivos puros, se realiza en
en forma directa (por agotamiento en superficie sólida),
cuando la muestra contiene al microorganismo en canti-
dad adecuada, o por enriquecimiento previo, cuando se
encuentra en baja densidad. Se aumenta el número de
microorganismos del tipo deseado por pasaje en medio
líquido, en condiciones selectivas. El aislamiento termina
por agotamiento en medio sólido (colonias).

Cultivo puro: a partir de colonias del mismo tipo se reali-
za un examen microscópico a fin de mostrar células se-
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Amilolíticos
Medio

solución salina estándar 50 mL

extracto de suelo 10 mL

almidón 1,5 g

NH
4
NO

3
1,0 g

agua  940 mL

agar 20 g

Solución salina estándar

K
2
HPO4 5 g

MgSO
4

2,5 g

NaCl 2,5 g

Fe
2
 (SO

4
)

3
0,05 g

MnSO
4

0,05 g

agua 1 litro

� Recuento en medio sólido: como para microflora hete-
rótrofa total

� Recuento en el mismo medio líquido: inocular 3 o 5 tu-
bos/dilución (1 mL). Incubar 15 días

� Lectura: pasar 1 mL de cada tubo a un tubo vacío
de hemólisis; agregar 1 gota de reactivo iodo-iodu-
rado (Lugol): iodo= 10 g; IK= 25 g; agua= 1 litro.
Agregar 2-3 ml de agua. Tubos (+ ) ligeramente co-
loreados de amarillo; tubos (- ) color azul a violeta y
marrón.

Nota: Se emplea también caldo simple o agar simple con
0,2% de almidón u otro azúcar cuya utilización se desee
estudiar.

Caldo simple: peptona, 10 g; NaCl= 5 g; extracto de

carne= 10 g; agua=  1 litro

Ciclo biológico del nitrógeno

Fijación por organismos en vida libre y en la
rizosfera

Aislamientos y recuentos

Azotobacter y Derxia  medio LG

(Döbereiner, 1980)
sacarosa 20 g
K

2
HPO

4
0,05 g

KH
2
PO

4
0,15 g

CaCl
2

0,01 g
MgSO

4  
7 H

2
O 0,20 g

Na
2
MoO

4
2H2O 0,002 g

FeCl
3

0,01 g
azul bromotimol (0,5% en etanol) 2,0 mL
CaCO

3
1,00 g

agar  15 g
agua 1 litro
pH 6,8 (color verde)

Para Derxia: reemplazar sacarosa por almidón o glu-
cosa, omitir el carbonato de calcio y agregar 0,01g
NaHCO

3

Azospirillum (NFb)                  (Döbereiner, 1980)
ácido málico   5,0 g
K

2
HPO

4
0,5 g

MgSO
4

  7 H
2
O 0,2 g

NaCl  0,1 g
CaCl

2
 0,02 g

Na
2
MoO

4
 2 H

2
O 0,002 g

MnSO
4 
H

2
O 0,01 g

Fe EDTA 91,64% peso/vol, agua) 4,0 mL
azul bromotimol (0,5%  p/vol. en etanol) 3,0 mL
KOH 4,5 g
biotina 0,1 mg
agua 1 litro
pH 6,8 (color verde) antes de
agregar el agar (semi-sólido) 1,75 g agar

� Distribuir en frascos chicos de antibióticos (7-10 mL) a
razón de la mitad de su volumen, esterilizar como de
costumbre.

Nota: Para realizar cajas agregar 20 mg extracto de leva-
dura y 15 g de agar/L.
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mejantes en relación al Gram y a su morfología. Puede
ser necesario efectuar un reaislamiento.

Conservación de cultivos: en el refrigerador, en tubos
de agar inclinado: deben efectuarse repiques cada 3-4
meses para evitar desecación del medio

congelados: a -20 y a -70ºC en tubos eppendorf con el
medio líquido y 50% de glicerol estéril (se evita el conge-
lamiento que puede dañar a las células)

liofilizados: tratamiento que deseca a los cultivos aplican-
do ciclos de vacío y congelamiento. Los cultivos se con-
servan desecados en ampollas de vidrio. Al usarlas se les
agrega medio de cultivo líquido y se incuba.

Indicadores biológicos en estudios de
ecología microbiana

Actividad respiratoria
(Frioni, 1999, Paul y Clark, 1996)
Se evalúa el CO

2
 liberado por el suelo solo (respiración

endógena) y/o con el agregado de sustancias cuya de-
gradación y efecto sobre la microflora se desea estudiar
(hidratos de carbono, abonos verdes, pajas, fertilizantes,
pesticidas), por técnicas de absorción en el infrarrojo, cro-
matografía gaseosa, conductividad eléctrica, gravimetría
o volumetría (luego de absorberlo en solución alcalina).

Analizaremos la técnica volumétrica

Técnica
� 100 g de suelo fresco o seco al aire y tamizado (2 mm),

de humedad conocida, solo y con los aditivos que se
desean estudiar, se colocan en recipientes de vidrio que
se puedan cerrar herméticamente de un volumen de
aproximadamente 1 litro (3 repeticiones). Se puede re-
ducir proporcionalmente las muestras: por ej. 30 g. en
recipientes  de 250mL.

� se lleva a humedad fija (por ejemplo 75% de la capaci-
dad de campo o la deseada) y se mezcla

� colocar un vasito en el fondo del frasco (o en sistema
suspendido desde la tapa) con 15 mL de solución NaOH
0,5 N y cerrar herméticamente

� incubar a 28ºC  7-10 días

� preparar blancos de reactivos (sin suelo)

� determinar el CO
2
: transvasar el contenido del vaso

interno a un erlenmeyer de 125 mL con ayuda de
agua

� agregar 5 mL solución de Cl
2
Ba 2% y 2-3 gotas de fe-

nolftaleína (0,1% en etanol al 70%)

� valorar desde bureta con ClH 0,5 N (valorado con car-
bonato de calcio anhidro) hasta desaparición color rosa:
gasto =  GM

� igual procedimiento para los blancos, gasto = GB

Cálculos
a)
mg C-CO

2
/100 g suelo seco =  (GB-GM) N(HCL) 6 x h x 100

7 días a 28ºC                      peso de la muestra

6mg= equivalente en C del HCl 1N  porque:
CO

2
 (44g)——C (12g)   PE=PM/2

h = 100 + H% factor de corrección de humedad para
100 llevar los cálculos a suelo seco a 105ºC

H% = humedad referida a peso seco a 105ºC

b) coeficiente de mineralización del carbono en 7 días:

C
m
 = (mg C-CO

2
/100 g)  X 100

         C org.% (g/100 g)

Expresar el numerador y denominador en las mismas uni-
dades (mg/100g/mg/100g), por ejemplo multiplicar el nu-
merador por 10-3

c) coeficiente respiratorio = qCO
2
= C-CO

2
/C-biomasa microbiana

Valoración del ácido clorhídrico
Pesar exactamente  0,5g de CO

3
Na

2
 anhidro (mantenido

24h en estufa a 105ºC y luego en desecador hasta uso),
colocar en Erlenmeyer de 250mL disolver en agua (3 re-
peticiones), agregar gotas de azul de bromo timol (disol-
ver 100mg de colorante con 1,5mL de NaOH 0,5N en un
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� determinar el número más probable (NMP) de microorga-
nismos, con ayuda de tablas construídas a partir de algu-
nos datos de recuentos de viables en medio sólido (ca-
jas) y luego por cálculos estadísticos se infieren todas las
combinaciones posibles. Se entra en la tabla correspon-
diente con el número característico y se lee en NMP en la
alícuota sembrada en la dilución correspondiente al pri-
mero de los números del Nº característico.

ejemplo 1

Nº característico:   321 (10-4) NMP 15,0 microorganismos
en 1 mL dilución 10-4

Nº microorganismos/g suelo seco =  15,0 x 104  x h = 1,5
x10-5 x h

ejemplo 2

Nº caract. 532 (10-4)           NMP 14,0 microorganismos en
1 mL de la dilución 10-4

Nº microorganismos/g suelo seco =  14,0 x 104 x h =  1,4
x 105 x h

Nota: si se siembra con una alícuota menor de 1 mL es
necesario tenerlo en cuenta en los cálculos. Promediar
los resultados de las repeticiones efectuadas.

Tablas de Mc Crady

3 tubos/dilución

1 2 1 2 1 2

000 0.0 201 1.4 302 6.5
001 0.3 202 2.4 310 4.5
010 0.3 210 1.5 311 7.5
011 0.6 211 2.0 312 11.5
020 0.6 212 3.0 313 16.0
100 0.4 220 2.0 320 9.5
101 0.7 221 3.0 321 15.0
102 1.1 222 3.5 322 20.0
110 0.7 223 4.0 323 30.0
111 1.1 230 3.0 330 25.0
120 1.1 231 3.5 331 45.0
121 1.5 232 4.0 332 110.0
130 1.6 300 2.5 333 110.0
200 0.9 301 4.0 140.0

1 = Nº característico;  2 = NMP

Ciclo biológico del carbono

Celulolíticos aerobios
Medio

K
2
HPO

4
1 g

NaNO
3

0,5 g

MgSO
4

0,5 g

FeSO
4

0,01 g

agua 1 litro

� Repartir en tubos de ensayo a razón de 8 mL cada uno
y agregar una banda de papel de filtro como única fuen-
te de carbono y energía

� Esterilizar 20 minutos a 3/4 atmósfera

� Sembrar con 1 mL de las suspensiones-diluciones de
suelo (10-2-10-7) 3 o 5 tubos/dilución

� Incubar por 15 días a 28ºC: tomar como positivos
los tubos en donde se visualice el ataque al papel,
pigmentación, desarrollo microbiano. A veces es ne-
cesario evaluar la integridad del papel con ayuda
de un ansa: positivo, si éste se disgrega con facili-
dad

� Expresar los resultados: Nº celulolíticos / g suelo seco
con ayuda de la tabla de Mc Crady.

Aislamiento en medio sólido
� Sembrar con una alícuota de las diluciones más con-

centradas (10-1) la superficie de caja de Petri con el me-
dio anterior solidificado con 15 g/L de agar. Colocar en-
cima un disco de papel de filtro estéril del diámetro de la
caja. Incubar

� Observar colonias típicas en zonas atacadas del
papel

� Efectuar una coloración Gram de un trocito del mismo,
describir los organismos dominantes y su relación con
las fibras de celulosa.
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mortero, llevar a 100mL con agua). Valorar con el ácido
0,5N hasta viraje.

PE CO
3
Na

2 
anhidro = 53g

Cálculo de la normalidad:

N-real x gasto= N-teórica x 18,87mL

N-real    =   0,5 x 18,87
gasto

Biomasa microbiana

Esta importante y dinámica fracción de los ecosistemas
(carbono, N, P, orgánico que se encuentra en células mi-
crobianas vivas) se evalúa por:

Recuentos microbianos y cálculo de la biomasa (kg/ha)
conociendo el peso promedio de los organismos en estu-
dio: se expresa en kg biomasa/ha (capítulo 8)

Técnica de fumigación/inoculación (FI) de Jenkinson y
Powlson (1976), por análisis del C-CO

2
 liberado en mues-

tras de suelo previamente fumigadas con cloroformo, des-
fumigadas y posteriormente inoculadas con suelo fresco
y otras muestras con suelo sin fumigar y de fumigación-
extracción (FE).

Técnica:
� las muestras de suelo, frescas o secadas al aire y tami-

zadas a 2 mm se dividen en dos partes de 50 g cada
una, una de ellas se expone a los vapores de clorofor-
mo puro, obtenidos al efectuar vacío en desecador de
vidrio cerrado herméticamente, con las muestras de
suelo en tapas de cajas de Petri y el cloroformo en vasi-
to central. Colocar papel humedecido con agua en las
paredes para evitar la desecación

� dejar en contacto con los vapores por 24 h a 25ºC

� retirar el resto del cloroformo y desfumigar por repetidas
aspiraciones con bomba de vacío hasta desaparición
del olor típico del cloroformo

� llevar a los recipientes para evaluar desprendimiento de
CO

2,
 y a capacidad de campo o a la humedad deseada

con agua e inocular con 0,4% de suelo fresco, mezcla-
do cuidadosamente con el resto del suelo

� el suelo no fumigado se mantuvo el mismo período a
28ºC y luego se llevó a la misma humedad

� las muestras se incuban en frascos herméticamente ce-
rrados para la evaluación del CO

2
, con 20 mL NaOH  0,5N

� evaluar a los diez días de incubación a 28ºC (procedi-
miento ya analizado)

� las muestras no fumigadas se incuban por otros 10 días
con soda fresca

Resultados:
   Biomasa (mg C-CO

2
/100 g suelo seco) = X-Y/k    donde:

X =   mg C-CO
2
/100 g suelo fumigado, reinoculado e incu-

bado durante 0-10 días

Y =  mg C-CO
2
/100 g suelo no fumigado e incubado entre

10 y 20 días (dato más representativo para muchos auto-
res de la actividad de la microflora del suelo, al eliminarse
el efecto del pre-tratamiento de la muestra: secado al aire,
tamizado, rehumedecimiento)

k =  constante determinada por varios autores, se usa en
general 0,45, que representa la fracción de la biomasa
total del suelo que puede ser mineralizada en estas con-
diciones (10 días, 28ºC)

Biomasa como fracción del C%
Se expresa la proporción del carbono orgánico total que
es biomasa viva

C-biomasa% = mg C-CO
2
/100 g suelo x  100

C% (g/100)

Nota: igualar las unidades en numerador y denominador.

Se pueden expresar los resultados como N-biomasa pro-
cediendo a extraer el N-NH

4
+ de las muestras incubadas
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� luego de esterilizado y en sobrefusión bajar el pH a 4,5-
5,0 con ácido láctico y/o cítrico

Algas
Medio

KH
2
PO

4
0,5g

NaNO
3

0,5g

MgSO
4

0,15g

CaCl
2

0,05g

NaCl 0,05g

FeCl
3

0,01g

agua corriente 1000mL

� Incubar a la luz con burbujeo de aire, seguir el enrique-
cimiento por el incremento de los pigmentos y efectuar
aislamientos en el mismo medio sólido.

Protozoos
Medio

NaCl 5g
agar 10g
agua destilada 1000mL
pH neutro

� Repartir en cajas de Petri y antes de solidificar colocar
anillos de vidrio estériles, o perforar el agar con saca-
bocado y sembrar toda la caja con cultivo denso de una
bacteria, como Aerobacter sp.

� inocular con 0,05 mL de las suspensiones-diluciones de
suelo en cada orificio, incubar a 28ºC

� examinar luego de 15 días el desarrollo colocando la
caja sobre la platina del microscopio

� se observan los protozoos por su movilidad, a bajo au-
mento

Grupos fisiológicos

Su estudio se realiza empleando medio y/o condiciones

de cultivo selectivos, que permiten poner en evidencia
organismos que realizan determinado proceso metabóli-

co: celulolíticos (aerobios o anaerobios), fijadores de ni-
trógeno, etc. Los recuentos se efectúan en

I. medio sólido, sembrando un volumen conocido de las
suspensiones-diluciones en superficie o en inclusión

(antes de agregar el medio sobrefundido y a menos de
40ºC el que se mezcla íntimamente con el inóculo an-
tes de solidificar)

II. medios líquidos que se siembran con una alícuota de
las suspensiones-diluciones a razón de 3 o 5 tubos por
cada una. Luego de la incubación se consideran positi-
vos aquellos tubos:

a. que presentan desarrollo (turbidez)

b. o por la desaparición del sustrato o aparición de

productos del metabolismo: formación de nitratos a
partir de amonio, en los nitrificantes.

Cálculo del número más probable de microorga-
nismos por el método de Mc Crady
� sembrar 3 o 5 tubos por cada suspensión-dilución con 1

mL cada uno

� incubar a la temperatura apropiada y el tiempo requeri-
do en cada caso

� anotar el número de tubos positivos en cada suspen-
sión-dilución

� determinar el número característico (3 cifras): la última
dilución (de izquierda a derecha) donde todos los tubos
son positivos, es la primera cifra y las dos restantes se
forman con el número de tubos positivos en las siguien-
tes diluciones.

Ejemplo

1) 3 tubos/dilución 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7

Nº tubos positivos:     3 3 3 2 1 0

Número característico:  321 (dilución 10-4)

2) 5 tubos/dilución    10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7

Nº tubos positivos: 5 5 5 3 2 0

Nº característico:     532 (dilución 10-4)
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con KCl 2N y valorando con electrodos específicos o desti-
lación por arrastre de vapor. P-biomasa: extrayendo el P
soluble luego de las incubaciones.

C-biomasa por el método de fumigación-ex-
tracción
(Vance et al., 1987)

El cloroformo es un biocida efectivo que actúa sobre los
lípidos de las membranas, lisando a las células pero no
solubiliza a  la materia orgánica del suelo ni la hace más
biodegradable. Los contenidos de las células lisadas se
extraen con solución salina de sulfato de potasio.

Materiales
desecador con conexión a vacío, bomba de vacío
cloroformo puro, libre de etanol
K

2
SO

4
  0,5 M

Agitador
filtros
ácido sulfúrico concentrado
K

2
Cr

2
0

6
  0,0667M

estufa a 150°C
espectrofotómetro
curva patrón (glucosa,  ftalato de K)

Técnica
� Proceder como en la técnica de FI con las muestras

fumigadas (F) y no fumigadas (NF)

� Extracción del C-biomasa en muestras fumigadas (F) y
no fumigadas (no F) con K

2
SO

4
  0,5M en relación 1:5

(suelo/solución). Ej: 10g suelo con 50 mL K
2
SO

4
  0,5M

(en frascos con tapa rosca)

� Agitar 30 minutos en agitador eléctrico

� Filtrar con papel filtro Nº 42 plegado y recoger en reci-
pientes con tapa. El pH de los filtrados debe estar entre
6,5 y 6,8

� Guardar en congelador si no se analizan el mismo día

� Técnica: colocar 4 mL de extracto en un tubo de diges-

tión de vidrio con tapa rosca, añadir 1 mL K
2
Cr

2
0

6

(0,0667M) y 5 mL ácido sulfúrico concentrado. Tapar no
herméticamente

� Colocar en estufa a 150º C por 30 minutos. Incluir un
blanco con agua en lugar del extracto

� Dejar enfriar a temperatura ambiente por 30´ y luego en
agua 15´

� Medir en espectrofotómetro a 600 nm y comparar con
curva patrón (ajuste a una recta), realizada con glucosa
o ftalato de potasio (ej: solución madre de ftalato de K:
6,382 g/L posee 3,0 g/L de C), a partir de ella se efec-
túan diluciones

� Se puede leer hasta 24 h más tarde

 C-biomasa/100g suelo seco = (CF - C noF) 50 X 10 X 2,64 X h
                                                                 4

CF = valor C-suelo Fumigado
C noF = valor C- suelo no Fumigado
2, 64 es el factor de corrección propuesto por los autores
(aproximadamente un 38% del C-biomasa total es eva-
luado en estas condiciones)
50 = vol. de extracción de  10g de suelo, 4mL, alícuota
analizada

h= factor de corrección de humedad = 100 + H%
                                                                 100

N-biomasa por la técnica de fumigación-ex-
tracción
(Brookes et al., 1985, Schinner et al., 1996)

� Fumigar el suelo como para la determinación del C-bio-
masa, pero no eliminar el cloroformo. Mezclar el suelo
fumigado con solución de sulfato de potasio 0,5M (1/4
partes), agitar por 30 minutos y filtrar (triplicado). Repe-
tir el procedimiento en suelo sin fumigar

� Analizar los filtrados por N% por el método de Kjeldahl
(o guardar a 4ºC hasta análisis)

� El N-total del filtrado se convierte en N-biomasa
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� agitar en agitador magnético un tiempo establecido (10
minutos), se obtiene así la dilución 1/10 = 10-1 (se pue-
de partir de 30 g en 270 mL, etc.)

� tomar 1 mL de la primera suspensión-dilución y pa-
sarlo a otro tubo con 9 ml de agua estéril (dilución
10-2)

� proceder como anteriormente hasta la suspensión-dilu-
ción adecuada según la densidad microbiana de las
muestras (10-7, 10-8, etc.). Cambiar los punteros de la
pipeta automática en cada paso o usar una pipeta esté-
ril y enjugarla 5 o más veces en una dilución antes de
pasar a la siguiente

Microflora heterótrofa total

Medio

glucosa 10g

K
2
HPO4 0,2 g

agar 15g

extracto de suelo 20 mL

agua 1.000 mL

Extracto de suelo
� autoclavar durante 1 hora a 120ºC 1 kg de suelo fértil y

neutro en 1,5 litro de agua corriente

� decantar y filtrar por batería de filtros de papel hasta
clarificar

� completar a 1 litro con agua destilada

� repartir en pequeños volúmenes y esterilizar 20 minu-
tos a 120ºC y guardar hasta su uso

� Repartir el medio de cultivo fundido en cajas de Petri
estériles de 15-20 mL cada una y dejar solidificar

� sembrar en superficie 0,1 mL de suspensiones-dilucio-
nes altas: 10-5 en adelante, 3 cajas/dilución

� incubar las cajas invertidas a 28-30ºC y leer entre el 5º
y 8º día

� contar las cajas que contengan entre 30 y 300 colonias,
efectuar promedio de las tres cajas y multiplicar por la
inversa de la dilución y por el factor de corrección de la
humedad. Ejemplo:

  promedio colonias en 3 cajas de dilución 10-7 =  58
H% =  20  y   h =  1,20

Nº microorg./g suelo seco=58 x107x1,20=69,6 x107=7,0x108

Actinomicetes
Medio

glicerol 10g

asparaginato de Na 1g

K
2
HPO

4
1g

agar 15g

agua destilada 1000 mL

Proceder como anteriormente para el recuento; colonias
típicas, secas, adheridas firmemente al medio.

Hongos
Medio

peptona 5g

glucosa 10g

KH
2
PO

4
 1g

MgSO
4

0, 5g

agar 2g

sol. acuosa de Rosa de

Bengala al 1/300 100 mL

agua destilada 900 mL

Agregar en cada caja estéril 1 mL de solución de sulfato
de estreptomicina (75 mg/100 mL) esterilizada por filtra-
ción con filtros millipore de 45 micras y luego el medio en
sobrefusión

Se emplea también:
extracto de malta 20g
agar 20g
agua   1L
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µgN-biomasa.g-1 = S-C . h
                                0,54

S= media de las muestras C= media de los controles
h= factor de corrección de la H%
0,54 = fracción del N-biomasa mineralizado en las condi-
ciones de la experiencia

Variante: con reactivo ninhidrina
� Fumigar el suelo húmedo con cloroformo durante 10

días a 25ºC. Repetir el procedimiento para el suelo no
fumigado. Tres repeticiones

� Extraer el suelo con KCl (2M) (1/5 partes) y filtar

� El N-aminoácidos de los filtrados se evalúa en la reac-
ción con la ninhidrina: en tubo de ensayo mezclar: 0,1
mL de los filtrados con 0,5 mL de sol. de citrato de Na
(0,4M) y agitar bien. Agregar 0,5 mL de la mezcla de
reactivos:

ninhidrina en etilenglicol monometileter, 4% p/v, cloruro
estañoso: 80mg Cl

2
St.2H

2
O en mezcla de 25 mL de buffer

de acetato de sodio, 50 mL del reactivo de ninhidrina y 25
mL de agua destilada.

� Los tubos se colocan en baño María por 30 minutos,
luego se enfrían bajo agua de la canilla y se le agregan
5mL de etanol

� Agitar los tubos y medir absorbancia a 570nm frente a
blancos de reactivos, antes de 1 h

µg ninhidrina-N.g-1 =  S.V.h
                                   g

(g) Peso suelo (alícuota del filtrado)

S= valores medios de las muestras, V= volumen de ex-
tracción. h= factor de corrección de la H%

Solución estandar stock (28 µg N-leucina.mL-1)

Disolver 0,262g de leucina en 100mL de HCl  0,1M, llevar el
volumen a 1000mL con agua destilada en balón aforado.

Solución de trabajo (2,8 µg N-leucina.mL-1): en frasco afo-
rado de 100 mL, diluir 10 mL de la solución estandar y
llevar a volumen con agua destilada. Preparar diluciones
para constuir la curva de calibración y proceder igual que
para las muestras.

P-biomasa por la misma técnica
(Brookes et al., 1982)

Se determina por la diferencia en P extraíble entre mues-
tras fumigadas y no fumigadas Fumigar las muestras (3
repeticiones) con cloroformo por 24h a 25ºC, como pre-
cedentemente

� Agitar las muestras y los controles (no fumigados) por
30 minutos solución de bicarbonato de sodio (0,5M, pH
8,5: disolver 42g de NaHCO

3
 en 700mL agua destilada,

ajustar el pH a 8,5 con NaOH 1M y llevar a 1Lcon agua).
Relación 1g suelo/20mL. Filtar

� Tomar 5-10mL de los filtrados de las muestras y los con-
troles para P-soluble: ajustar el pH a 5,0 con ácido sul-
fúrico y llevar a 20mL con agua destilada

� Agregar 16 mL de heptamolibdato de amonio (0,01M
=disolver 12,6g (NH

4
)

6
Mo

7
0

24
.4H

2
0 en 400mL de

agua destilada caliente, enfriar y agregar 140mL de
ácido sulfúrico concentrado (96-98%). Luego de
enfriar llevar a 900mL con agua destilada y agregar
0,5g de tartrato de antimonio y potasio). Agregar 2
mL de ácido ascórbico (4,4g en 1L agua destilada)
y mezclar

� Luego de 15 minutos medir el color de la mezcla a
882 nm frente a los blancos de reactivos (sin suelo)

µgP.g-1suelo seco =      (S-C). 20, h
1g suelo X alícuota del filtrado

S= media P en muestras
C= media P en los controles
h= factor de corrección de la H%
20=volumen del extracto

Lillian Frioni434

de purificación ni de amplificación, lo que facilita el trabajo
(Garland, 2004).

Contraindicaciones: interacciona negativamente la au-
tofluorescencia de muestras de suelo; no todos los orga-
nismos se permeabilizan en la misma forma por los proto-
colos disponibles; resulta difícil la cuantificación en biofil-

ms y/o agregados microbianos.

Microarreglos (microarrays)
Se usa como un análisis de expresión del genoma en
su totalidad, para explorar cuales de las expresiones
génicas  son reordenadas en determinados microorga-
nismos  en respuesta a cambios en el ambiente (varia-
ciones de pH, temperatura, potencial redox, nutrien-
tes, xenobióticos). Se pueden reconocer genes induci-
dos o reprimidos en las diferentes condiciones (Wilson
et al., 2002).

� primero se amplifican las secuencias clonadas y alma-
cenadas de los genes a estudiar por PCR obteniendo
clones de moléculas de ADN copia, luego de su purifi-
cación, cien o mil de estas sondas de ADN copia dife-
rentes se unen directamente a la superficie sólida de
placas (vidrio, plástico, sintéticas).

� una alícuota de cada muestra es ordenada y dispues-
ta en los pozos microcópicos de la placa, usando un
sistema robótoco de alta velocidad controlado por com-
putadora

� el ARN total de muestras testigo y de referencia se mar-
ca por fluorescencia o radioactividad, con ciclo de trans-
cripción reversa

� las moléculas marcadas se mezclan y se someten a
hibridación con los ADN copias en la placa

� luego de incubación,  se leen las placas por las marcas
incorporadas: las emisiones producidas generan un es-
pectro carácterístico en aparatos adecuados (escaner,
microscopio laser confocal)

� las imágenes son importadas a un software específico
en el cual son superpuestas y coloreadas

� la información sobre las secuencias de los ADN clona-
dos, el nombre de los genes, intensidad de emisión, se
correlacionan con cada señal detectada

� los datos de cada hibridación simple que ocurre en cada
pozo de la placa, se obtienen según la poporción nor-
malizada de señales

� las desviaciones significativas a partir de 1 (no cambio),
representan aumentos (>1) o disminuciones (<1) de los
niveles de expresión génica en referencia a la muestra
testigo y se crean asi perfiles de expresión génica

Metagenómica

Constituye un  nuevo concepto en el estudio de las co-
munidades microbianas, conjugándose todas las técni-
cas de genética molecular en una unidad llamada meta-
genómica que involucra el estudio de los genomas co-
lectivos de los microorganismos en las comunidades,
como las del suelo.

Se clona el ADN extraído del suelo en amplios fragmen-
tos (100kb) en hospederos cultivables que luego se anali-
za por secuenciación, clonación y con el uso de genes
reporteros para estudios de actividad, como la ß galacto-
sidasa, por el gen lacz, luminiscencia, por el gen lux, fos-
fatasa alcalina, por el gen phoA, etc. la actividad puede
evidenciarse e medios de cultivo sólidos o líquidos (Jose-
phson y Pepper, 1998).

Con genes reporteros se puede monitorear la actividad
bacteriana en muestras del ambiente in situ y los estudios
prosiguen en la búsqueda de nuevos genes que puedan
ser empleados en estos estudios.

Recuentos microbianos

Suspensiones-diluciones del suelo
(capítulo 4)
� pesar 10 g suelo fresco, de contenido de humedad co-

nocido, introducirlo asépticamente en un frasco con 90
mL agua destilada estéril, solución fisiológica (ClNa al
0,85%) u otro medio mineral
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Actividades enzimáticas
Deshidrogenasas
(Frioni, 1999; Paul y Clark, 1996; Schinner et al., 1995)

Fundamento: las muestras de suelo se mezclan con clo-
ruro de p-iodo nitrotetrazolium (INT) y se incuban 2 horas
a 40° C, el p-iodo formazán formado (rojo) se extrae con
acetona, metanol  y/o etanol y N-dimetilformamida (1/1),
se mide en espectrofotómetro a 464 nm con curva patrón
de INTF.

Soluciones
* HCL 3M : 100 mL concentrado (37%) con 300 mL de

agua destilada

* Buffer Tris 1M, pH 7,0: 30,28g Tris (hidroximetil-amino-
metano) en 200 mL de agua destilada, ajustar pH 7,0
con HCL y llevar a 250 mL en matraz aforado.

* Sustrato: 500 mg INT + 2mL N-dimetilformamida, agitar
vigorosamente y llevar a 100 mL con agua destilada (afo-
rado). Prepararlo cada vez y guardarlo en oscuridad.

* Solución stock: 100 mg de INTF/mL (10 mg en matraz
aforado de 100mL, diluir con 80 mL de acetona y llevar
a 100 con la misma).

* Curva de calibración: añadir 0, 1, 2 y 5 mL de INTF es-
tándar en 4 tubos y llevar a 13,5 mL con solución de
extracción (acetona), Corresponde a 0, 100, 200 y 500
mg INTF en el volumen de reacción (13,5mL) (PM =
471,3 g)

Procedimiento
� 1 g suelo húmedo en tubos con tapa rosca, añadir 1,5

mL buffer Tris y 2 mL solución de sustrato. Envolver cada
tubo con papel de aluminio para evitar la luz.

� Tapar los tubos, agitar brevemente en vortex, incubar
por 2 h a 40ºC en oscuridad en estufa o baño de agua.
Control: suelo autoclavado  por 20´ e igual procedimiento
anterior

� Extracción: 10 mL de acetona a cada tubo, agitar y dejar
1 h a temperatura ambiente en la oscuridad, agitar fuer-
te en el vortex cada 20´

� Dejar decantar, si es necesario filtrar y/o centrifugar en
tubos eppendorf y medir a 464 nm, acetona como blan-
co, junto a la curva patrón (no usar celdas de plástico)

Cálculos: Leer en la curva patrón (ajuste a una recta) y
calcular

mg INTF g-1 suelo seco/h = (S-C) X h
                                                 2h
S = valor en la muestra
C = control estéril
h= factor de correcciòn de la H%

Se puede expresar la actividad como µLH transferidos/g-1

suelo seco multiplicando los mg INTF por 150,35

Hidrólisis del acetato de fluoresceína (FDA)
(Alef, 1998)

El método se basa en la estimación de la fluoresceína
liberada en suelo tratado con solución de FDA e incubado
a 24ºC

Soluciones
Fosfato de sodio buffer (60mM, pH 7,6), ajustar a pH 7,6
con HCl 0,1N
Acetona
Solución de FDA 2mg/mL acetona, guardar a –20ºC
Solución estándar de fluoresceína: 5mg/mL acetona, guar-
dar a –20ºC

Procedimiento
Suelo húmedo se tamiza a 2 mm se guarda a 5ºC antes
del análisis.
Tomar : 1g suelo y 20mL fosfato buffer 60mM, en frascos
de 125mL  y la mezcla se incuba en agitador a 24ºC por
15 minutos, luego 100µL de sol. stock de 2mg/mL de FDA

(sustrato) a las muestras, no a los controles. Incubar agi-
tando 2 horas a 24ºC

Parar la reacción agregando 20mL acetona (concentración
final 50% v/v). Agregar 100 µL de sustrato a los controles.
Centrifugar a 6000rpm por 5 minutos, filtrar con Whatman
Nº4  y leer D-óptica del sobrenadante claro a 499 mn (si
da más de 0,8 diluir las muestras en acetona)
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da, como desnaturalización de las moléculas, agregado
de buffers, establecimiento de temperatura adecuada, etc.

Solo las colonias que contienen la secuencia específica
de ADN darán una señal colorimétrica o radioactiva.

También se puede realizar el proceso en bacterias fijadas
en portaobjetos.

Técnicas de estudio de la fracción activa de
la comunidad

Nuevas técnicas permiten establecer perfiles molecula-
res de la fracción activa de la comunidad, que escapan a
este texto.

Se mencionarán sólo algunas:
� análisis de los ARN mensajeros codificados por genes

específicos que se recuperan a partir de muestras de
diversos ambientes y que poseen particularidas como
vida media de sólo unos minutos y son producidos in-
mediatamente antes de la síntesis proteica

� se analizan también los ARN ribosomales constituyen-
tes de la maquinaria de traducción. Su contenido es pro-
porcional a la actividad microbiana y su determinación
resulta muy útil en estudios de ecología genética

En la figura 1 se esquematizan algunos de los análisis de
la fracción activa de comunidades microbianas. Se cita-
rán dos de ellos: hibridación fluorescente in-situ (FISH) y
la de  microarreglos (microarrays).

Figura 1- Estudios de la comunidad microbiana luego de una
perturbación

Hibridación in-situ fluorescente (FISH)
(Aman, 1995) (capítulo 8)
Emplea sondas conjugadas con colorantes fluorescentes
y permite el examen microscópico.

No es necesario cultivar al microorganismo e implica el
uso de sondas de oligonucleótidos marcados con fluores-
cencia (15-25pb) en combinación con técnicas de biolo-
gía molecular y microscopía.

Existen más de 1000  sondas presintetizadas disponibles,
muchas para los ARNr 16S bacterianos.

Técnica:
� Fijación de los microorganismos, con etanol, metanol,

aldehidos (3-4% de formaldehído) para bacterias G- y
50% etanol, etanol/formol o calor para las Gram+ . Pue-
den requerirse otros pasos de permeabilización de las
células (lisozima para Gram+ e hidrólisis ácida modera-
da (1M HCl), para micobacterias

� Hibridación: el buffer con formamida y las sondas fluo-
rescentes se precalientan y se adiciona a las mues-
tras (de 30 minutos a varias horas de incubación en
cámara húmeda, oscura y a 37º- 50ºC). Las condicio-
nes adecuadas para la complementación se pueden
regular con la concentración del formaldehído, que
debilita los puentes de H y variando la temperatura de
hibridación

� Lavado: con agua desionizada y/o buffer salino (0-900
mM NaCl) para remover la sonda no hibridada.

� Detección: microscopia variada: epifluorescente, micros-
copio laser confocal o citometría de flujo

En poblaciones activas con síntesis proteica en células
en división o no, los niveles de ARNr son altos y se ob-
tienen señales importantes. En contraste, con bacterias
con carencias nutricionales, en  estrés o cerca de la fase
de muerte, los  niveles de ARNr son bajos y hasta inde-
tectables.

La técnica es muy usada para microorganismos en mues-
tras ambientales y médicas. Los protocolos y sondas es-
tán disponibles. Es de resaltar que no se requieren pasos

perturbación

marcación:
sustratos con
C13, isótopos
no radiactivos

muestras
ambientales

extracción ADN
de las muestras

captura de
los ADN

marcados

identificación de
los organismos:
genes de ARNr,

ARNm ➤
 

➤

 ➤  ➤ ➤
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Curva de calibración
Preparar como se señala arriba, de modo que la relación
concentración de flouresceína y la densidad óptica sea
lineal.

Resultados: en microgramos de fluoresceína/g suelo

seco/hora= mg/kg suelo seco/h

Fosfatasa ácida y alcalina
(Schinner et al., 1995)

Fundamento: el sustrato empleado es el fosfato de p-
nitrofenil. Las muestras se incuban una hora a 37ºC en
estufa o baño de agua. El p-nitrofenol liberado por la enzi-
ma se evalúa luego de la extracción, se genera color con
NaOH y se mide a 400 nm, con curva patrón.

Soluciones:
a) Sustrato para la fosfatasa ácida: disolver 4,268 g de

fosfato de p-nitrofenil.6 H
2
O disódico en buffer para fos-

fatasa ácida y llevar el volumen a 1000 mL con el mis-
mo buffer en matraz aforado (hacerla cada día)

b) Sustrato para OH-: ídem, pero en buffer para fosfatasa
alcalina

c) Buffer: 12,1 g tris (hidroximetil) aminometano, 11,6 g de
ácido málico, 14 g de ácido cítrico monohidratado y 6,3
g de ácido bórico en 500 mL de NaOH 1 M y diluir a
1000 mL con agua destilada (aforado). Guardar a 4°C

d) Acida: pH 6,5: mezclar 200 mL de stock buffer y 500 mL
de agua destilada Ajustar a pH 6,5 con HCl, llevar a
1000 mL con agua destilada

e) Alcalina: pH 11: mezclar 200 mL de buffer y 500 mL de
agua destilada. Ajustar a pH 11 con NaOH y llevar a
1000 mL con agua destilada

f) Solución CaCl
2
 0,5 M: disolver 36,74 g de CaCl

2
.2H

2
O

en agua destilada, llevar a 500 mL en matraz aforado

g) Solución NaOH 0,5 M: disolver 20 g en agua destilada
y llevar a 1000 mL con agua destilada

h) Solución estándar stock: 1 mg de p-nitrofenol/mL: di-
solver 1 g en agua destilada y llevar a 1000 mL. Guar-
dar a 4°C

i) Solución estándar de trabajo: 20 µg de p-nitrofenol/mL:
diluir 2 mL de solución estándar en 100 mL de agua
destilada

j) Curva: pipetear 0 (reactivo blanco), 1, 2, 3, 4 y 5 mL de
solución estándar de trabajo en 6 tubos, ajustar los vo-
lúmenes a 5 mL con agua destilada y agregar 1 mL de
CaCl

2
 y 4 mL de NaOH 0,5 M, mezclar bien, filtrar por

dos papeles

Se obtiene: 0. 20, 40, 60, 80 y 100 µg de p-nitrofenol

Procedimiento:
� Colocar 1 g de suelo en tubo con tapa  rosca de unos

150mL. (5 muestras = 3 para análisis y 2 para con-
trol) agregar 1 mL de sustrato (en buffer ácido o al-
calino) y 4 mL de buffer de distinto pH a 3 de los
tubos. A los dos controles agragar sólo 4 mL de bu-

ffer

� Agitar, tapar e incubar una hora a 37°C

� Agregar 1 mL de CaCl
2
 y 4 mL de NaOH al control y a

las muestras

� 1 mL de solución sustrato (ácido o alcalino) luego de la
incubación a los   controles

� Para diluir (de ser necesario, si la concentración es muy
elevada) agregar 90 mL de agua destilada a las mues-
tras y los controles, agitar brevemente, filtrar

� Medir la densidad óptica a 400 nm y calcular los  µg
NP.g-1.h-1 con ayuda de la ecuación de ajuste a una rec-
ta (datos de la curva patrón)

Expresión resultados:   µg NP.g-1.h-1 = (S - C) x 10 x h

h = factor suelo seco
10 = factor dilución extracto
S =media de muestras
C=media de controles
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Polimorfismo en  los  fragmentos de restricción
del ADN del genoma o de plásmidos luego de tra-
tamiento con enzimas de restricción
(restriction fragment lenth polymorphism, RFLP)
(Schneider y De Bruijn, 1996).
Mapas detallados usando estos marcadores están dispo-
nibles para el hombre y un número de especies vegeta-
les, animales y microoganismos de importancia agronó-
mica.  La identificación de rhizobios mediante un código
de barras (ADN fingerprinting) ha permitido su seguimien-
to en ambientes contaminados, como lo es el suelo.

Polimorfismo en los fragmentos de
restricción terminales
(TRFLP, Terminal Restriction Fragment Length Plymor-

phism) (Dunbar et al., 2001)
Constituye uno de los métodos más eficaces en ecología
microbiana para comparar répidamente la diversidad de
secuencias del ADN bacteriano extraídas de muestras del
ambiente, amplificadas por PCR. Se basa en la variación
de la posición de los sitios de restricción entre secuencias
y en la determinación del largo de fragmentos terminales
marcados con fluorescencia, mediante electroforesis en
gel de alta resolución. Se excluyen del análisis los frag-
mentos que no son terminales ya que no se marcan y no
se observan en el gel. El largo y la secuencia de los frag-
mentos de ADN marcados se determinan en secuencia-
dor automático.

Electroforesis en gel con gradientes
desnaturalizantes y de temperatura
(DGGE, Denaturing Gradient gel Electrophoresis; TGGE,

Temperatura Gradient Gel Electrophoresis) (Garland,
2004)
Al aplicar voltaje al gel, los fosfatos del ADN cargados
negativamente, causan migración de la molécula hacia el
ánodo. Para cada molécula de ADN existe un sitio del gel
donde se detiene. Asi aparecen varias bandas. En estas
técnicas se produce la desnaturalización de las molécu-
las de ADN extraído de los suelos, como consecuencia
de los cambios en la fuerza iónica de las soluciones em-
pleadas. Con un gradiente de temperatura sucede lo mis-
mo, se separan gradualmente las dos hebras de la molé-
cula, hasta alcanzar la temperatura de fusión, donde el
estado bicatenario deja de presentarse a lo largo de toda
la molécula.

Los pasos iniciales en esta técnica son las mismas que
para TRFLP: aislamiento del ADN, purificación y amplifi-
cación por PCR. Luego los productos se separan por es-
tos métodos electroforéticos. El comportamiento de estas
moléculas se compara con el de otras moléculas de se-
cuencia conocida, para verificar las proporciones de mi-
gración y su PM.

(CG)%: por esta técnica  es posible deducir el conteni-
do de este par de bases, más resistente a la desnatu-
ralización.

Las moléculas presentes en las bandas se pueden ex-
traer y caracterizarse a partir de su secuenciación.

Hibridación en la comunidad y empleo de sondas

génicas

Esta técnica es muy empleada para determinar la presen-
cia de organismos de interés en ambientes naturales. El
fenómeno se basa en la eficiencia y velocidad en que
moléculas del ADN de hebra simple se asocian para for-
mar moléculas de doble hebra híbrida, siguiendo el princi-
pio de complementariedad de bases.

El sondeo génico aprovecha la habilidad del ADN de ser
desnaturalizado (el ADN se desenrolla en dos hebras
simples) y renaturalizado (hibridación entre moléculas
simple hebra del mismo individuo o de la misma espe-
cie) y la posibilidad de hibridación entre una molécula
de ADN blanco y una molécula específica, más peque-
ña, denominada sonda génica. Se pueden formar híbri-
dos y reconocer, identificar, y caracterizar la presencia
de ciertas secuencias génicas en un genoma o fragmento
del mismo.

Para construir sondas se requiere experiencia en investiga-
ción y fuerte base de biología molecular (Josephson y Pep-
per, 1998). Usualmente se envían a construir las sondas a
centros especializados. Las de ácidos nucleicos son trozos
de ADN de simple hebra marcadas para facilitar su detección
(ejemplo con los genes de la fijación de nitrógeno).

También se puede hibridizar una colonia: tocando con
papel de filtro para adherir algunas células de cada una
en el papel. Se lisan sobre este papel y se realizan los
pasos necesarios para permitir la hibridación con la son-
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Diversidad estructural y funcional de comu-
nidades microbianas

Se comentan algunas de las técnicas empleadas en el
análisis de la biodiversidad de comunidades microbianas,
sin recurrir al aislamiento de los microorganismos, como
son el perfil fisiológico de la comunidad o  la determina-
ción de moléculas básicas del metabolismo: proteínas to-
tales, ácidos nucleicos, ácidos grasos, isoenzimas, perfil
de plásmidos. Los protocolos van siendo modificados por
diversos autores y escapan a los objetivos de este texto.
Una  revisión de estas tecnologías fue efectuada en nues-
tro laboratorio por Ferrari (2005).

Proteínas totales
Por electroforesis en gel de dodecil sulfato-poliacrilamida
(SDS-PAGE). Las bacterias crecen en medio EMA líqui-
do, son cosechadas  por centrifugación y lavadas 2 veces
con buffer 10 mM Tris-HCl, pH 7,0. Muestras con 10-20
mg de proteínas/mL  corren en el gel con patrones de PM
conocido

Plásmidos
Modificaciones de la técnica de Eckhardt (1978) son em-
pleadas  con plásmidos de PM conocido.

Perfil fisiológico de la comunidad

El sistema Biolog (Biolog, Inc. Hayward, California), con-
siste en encubar las muestras de suelo, agua, rizosfera,
en placas específicamente diseñadas con 95 orificios con
distintas fuentes de carbono y un control con un indicador
2,3,4 trifenil tetrazolio (TTC) que se reduce por la oxida-
ción de los compuestos carbonados a la sal formazan,
roja, la  que se valora colorímetricamente (Lehman et al.,
1995), durante  algunos días de incubación.

Suelo: se requiere un inóculo transparente, libre de car-
bono: se realiza extracción con pirofosfato de sodio, y se
incuba con agitación 24 horas.  El sobrenadante se flocu-
la con sales de calcio y magnesio y la fracción límpida se
inocula en cada uno de los hoyos de la placa.

Las comunidades pueden identificarse por la presencia o
ausencia de respuestas específicas ante distintas fuen-

tes de carbono (White el al., 1998), estableciendo correla-
ciones entre patrones de utilización de sustratos con cier-
tas especies bacterianas contenidas en bases de datos.

Es frecuentemente usada para valorar la estabilidad de la
comunidad ante cambios en el uso y manejo del suelo.

Variante: medida del CO
2
 liberado luego del agregado de

sustratos a muestras de suelo contenidas en recipientes
cerrados y/o titulación del O

2
 consumido.

Análisis de moléculas específicas

Lípidos y ácidos grasos
Fosfolípidos (PLFA, phospholipids fatty acids) muy útil
para evaluar  la biomasa viable global y la proporcióin re-
lativa de grupos microbianos diferentes (Pinkart et al.,
2002), se analizan los cambios en la integridad de las
membranas  de los microorganismos, luego de la muerte
celular y se valora el fosfato lipídico total por colorimetría.

Técnica: (Zelles, 1996, 1999)
� Limpiar meticulosamente los materiales a emplear par-

ta evitar contaminaciones

� Las muestras se conservan a -80ºC o liofilizadas (sin
aditivos)

� Se extraen los lípidos con cloroformo/metanol, con agre-
gado de tampón fosfato en caso de suelos muy arcillo-
sos (separación de fases): 100g de suelo en balón de
fondo redondo de 1L + 200 mL. de sol. de fosfato buffer
(0,05M, pH 7,4) + 500 mL. de metanol y 250,L. de cloro-
formo.

� Agitar vigorosamente en agitador 2h, agragr 250,L. de
agua destilada y 250,L. de cloroformo y dejar toda la
noche. Retirar la fase acuosa

� El extracto lipídico disuelto en cloroformo se pasa por
columna de sílice  y se recogen las fracciones: neutra
de glucolípidos (ácidos grasos libres, esteroles, qui-
nonas, tri-glicéridos, poli hidroxialcanos) y la polar, por
elusión con solvente con gradiente de polaridad (fos-
folípidos)
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Análisis de los ésteres metilados de los ácidos gra-

sos (FAME, fatty acids methyl esters)

Sistema de identificación bacteriano que ha sido desarro-
llado por Microbial ID Inc. y se conoce como sistema MIDI.

Consiste en el análisis cromatográfico en fase gaseosa
de los ésteres metilados de ácidos grasos derivados de la
membrana y de los lipopolisacáridos. Se usa mucho en
taxonomía (sistema taxoquímico) y existe base de datos
con más de 8.000 bacterias analizadas.

Requiere el aislamiento de microorganismos y su cultivo en
medio de agar-soja tripticasa (TSA) a 25ºC. El método no
se presta para análisis de organismos no cultivables. A  partir
del análisis FAME a extractos de lípidos se puede determi-
nar la biomasa microbiana, el nivel nutricional y la composi-
ción de la comunidad de diversos suelos (Hitzl et al., 1997)

Acidos nucleicos
(Kowalchuk et al.,  2004)

Las metodologías moleculares basadas en estudios de
los ácidos nucleicos constituyen ramas importantes de
analisis  que permiten:

i) Evaluación  de la hibridación en la comunidad

ii) Análisis del fingerprinting de la comunidad

iii) Estudio de la fracción activa de la comunidad

Se requiere el aislamiento previo de los microorganis-
mos o de los ácidos nucleicos de las muestras del eco-
sistema

Extracción de los ácidos nucleicos
� Extracción de células microbianas del suelo y luego se

obtiene el ADN de las mismas

� Extracción directa del ADN del suelo por lisis, siguiendo
los siguientes pasos: lisis de las células bacterianas,
separación del ADN de otros componentes de las célu-
las como polisacáridos y proteínas, remoción del ADN
de la matriz del suelo y precipitación de ADN.

Las técnicas no son sencillas y muchos de los pasos
señalados deben ser repetidos a los efectos de evitar
interferencias con las partículas del suelo, el humus, las
arcillas.

Se remite a Saano y Lindström, 1995, Miller et al., 1999,
Roose-Amsaleg et al., 2001.

Lisis celular: tratamientos químicos (detergentes o clo-
roformo para desarticular las membranas), enzimáticos
(lisozima, enzimas proteolíticas) y físicos (calentamiento,
congelamiento-descongelamiento, ultrasonido). La eficien-
cia de la extracción en la lisis no es siempre alta y todos
los procedimientos tienden a obtener alto rendimiento de
ADN, de alta pureza, evaluada por distintos métodos: elec-
troforesis en gel de agarosa: 0,7-1,2%, con controles de
PM conocido, pasaje por columnas de sílica gel, precipi-
tación con acetato de amonio, filtración en Sephadex G-
200 (una de las más recomendadas).

Rendimientos: del orden de 50µg/g de suelo, con frag-
mentos de ADN de 500-1000pb hasta 25KB, según los
procedimientos empleados.

Caracterización de los ácidos nucleicos
Reacción en cadena de la polimerasa

La mayoría de las técnicas amplifica la muestra de ADN
por la reacción en cadena con polimerasa (Polymerasa

Chain Reaction, PCR), técnica que ha revolucionado las
metodologías en biología molecular y es un protocolo ne-
cesario en laboratorios de microbiología ecológica (Jose-
phson y Pepper, 1998,  Rodríguez y Frioni, 2003).

Un protocolo de PCR da sólo una idea básica del procedi-
miento y  para cada especie de ADN particular que se
desea amplificar, los cebadores (primers) a usar y las con-
diciones deben estandarizarse en cada caso y es nece-
sario ajustar la técnica.

Se revela la presencia o ausencia de una secuencia de
ADN de interés en el suelo, pero no indica su concentra-
ción. Para esto se están implementando nuevas técni-
cas que usan cromatografía líquida de alta presión
(HPLC) o la detección de cebadores marcados con fluo-
rescencia.
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Diversidad estructural y funcional de comu-
nidades microbianas

Se comentan algunas de las técnicas empleadas en el
análisis de la biodiversidad de comunidades microbianas,
sin recurrir al aislamiento de los microorganismos, como
son el perfil fisiológico de la comunidad o  la determina-
ción de moléculas básicas del metabolismo: proteínas to-
tales, ácidos nucleicos, ácidos grasos, isoenzimas, perfil
de plásmidos. Los protocolos van siendo modificados por
diversos autores y escapan a los objetivos de este texto.
Una  revisión de estas tecnologías fue efectuada en nues-
tro laboratorio por Ferrari (2005).

Proteínas totales
Por electroforesis en gel de dodecil sulfato-poliacrilamida
(SDS-PAGE). Las bacterias crecen en medio EMA líqui-
do, son cosechadas  por centrifugación y lavadas 2 veces
con buffer 10 mM Tris-HCl, pH 7,0. Muestras con 10-20
mg de proteínas/mL  corren en el gel con patrones de PM
conocido

Plásmidos
Modificaciones de la técnica de Eckhardt (1978) son em-
pleadas  con plásmidos de PM conocido.

Perfil fisiológico de la comunidad

El sistema Biolog (Biolog, Inc. Hayward, California), con-
siste en encubar las muestras de suelo, agua, rizosfera,
en placas específicamente diseñadas con 95 orificios con
distintas fuentes de carbono y un control con un indicador
2,3,4 trifenil tetrazolio (TTC) que se reduce por la oxida-
ción de los compuestos carbonados a la sal formazan,
roja, la  que se valora colorímetricamente (Lehman et al.,
1995), durante  algunos días de incubación.

Suelo: se requiere un inóculo transparente, libre de car-
bono: se realiza extracción con pirofosfato de sodio, y se
incuba con agitación 24 horas.  El sobrenadante se flocu-
la con sales de calcio y magnesio y la fracción límpida se
inocula en cada uno de los hoyos de la placa.

Las comunidades pueden identificarse por la presencia o
ausencia de respuestas específicas ante distintas fuen-

tes de carbono (White el al., 1998), estableciendo correla-
ciones entre patrones de utilización de sustratos con cier-
tas especies bacterianas contenidas en bases de datos.

Es frecuentemente usada para valorar la estabilidad de la
comunidad ante cambios en el uso y manejo del suelo.

Variante: medida del CO
2
 liberado luego del agregado de

sustratos a muestras de suelo contenidas en recipientes
cerrados y/o titulación del O

2
 consumido.

Análisis de moléculas específicas

Lípidos y ácidos grasos
Fosfolípidos (PLFA, phospholipids fatty acids) muy útil
para evaluar  la biomasa viable global y la proporcióin re-
lativa de grupos microbianos diferentes (Pinkart et al.,
2002), se analizan los cambios en la integridad de las
membranas  de los microorganismos, luego de la muerte
celular y se valora el fosfato lipídico total por colorimetría.

Técnica: (Zelles, 1996, 1999)
� Limpiar meticulosamente los materiales a emplear par-

ta evitar contaminaciones

� Las muestras se conservan a -80ºC o liofilizadas (sin
aditivos)

� Se extraen los lípidos con cloroformo/metanol, con agre-
gado de tampón fosfato en caso de suelos muy arcillo-
sos (separación de fases): 100g de suelo en balón de
fondo redondo de 1L + 200 mL. de sol. de fosfato buffer
(0,05M, pH 7,4) + 500 mL. de metanol y 250,L. de cloro-
formo.

� Agitar vigorosamente en agitador 2h, agragr 250,L. de
agua destilada y 250,L. de cloroformo y dejar toda la
noche. Retirar la fase acuosa

� El extracto lipídico disuelto en cloroformo se pasa por
columna de sílice  y se recogen las fracciones: neutra
de glucolípidos (ácidos grasos libres, esteroles, qui-
nonas, tri-glicéridos, poli hidroxialcanos) y la polar, por
elusión con solvente con gradiente de polaridad (fos-
folípidos)
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Análisis de los ésteres metilados de los ácidos gra-

sos (FAME, fatty acids methyl esters)

Sistema de identificación bacteriano que ha sido desarro-
llado por Microbial ID Inc. y se conoce como sistema MIDI.

Consiste en el análisis cromatográfico en fase gaseosa
de los ésteres metilados de ácidos grasos derivados de la
membrana y de los lipopolisacáridos. Se usa mucho en
taxonomía (sistema taxoquímico) y existe base de datos
con más de 8.000 bacterias analizadas.

Requiere el aislamiento de microorganismos y su cultivo en
medio de agar-soja tripticasa (TSA) a 25ºC. El método no
se presta para análisis de organismos no cultivables. A  partir
del análisis FAME a extractos de lípidos se puede determi-
nar la biomasa microbiana, el nivel nutricional y la composi-
ción de la comunidad de diversos suelos (Hitzl et al., 1997)

Acidos nucleicos
(Kowalchuk et al.,  2004)

Las metodologías moleculares basadas en estudios de
los ácidos nucleicos constituyen ramas importantes de
analisis  que permiten:

i) Evaluación  de la hibridación en la comunidad

ii) Análisis del fingerprinting de la comunidad

iii) Estudio de la fracción activa de la comunidad

Se requiere el aislamiento previo de los microorganis-
mos o de los ácidos nucleicos de las muestras del eco-
sistema

Extracción de los ácidos nucleicos
� Extracción de células microbianas del suelo y luego se

obtiene el ADN de las mismas

� Extracción directa del ADN del suelo por lisis, siguiendo
los siguientes pasos: lisis de las células bacterianas,
separación del ADN de otros componentes de las célu-
las como polisacáridos y proteínas, remoción del ADN
de la matriz del suelo y precipitación de ADN.

Las técnicas no son sencillas y muchos de los pasos
señalados deben ser repetidos a los efectos de evitar
interferencias con las partículas del suelo, el humus, las
arcillas.

Se remite a Saano y Lindström, 1995, Miller et al., 1999,
Roose-Amsaleg et al., 2001.

Lisis celular: tratamientos químicos (detergentes o clo-
roformo para desarticular las membranas), enzimáticos
(lisozima, enzimas proteolíticas) y físicos (calentamiento,
congelamiento-descongelamiento, ultrasonido). La eficien-
cia de la extracción en la lisis no es siempre alta y todos
los procedimientos tienden a obtener alto rendimiento de
ADN, de alta pureza, evaluada por distintos métodos: elec-
troforesis en gel de agarosa: 0,7-1,2%, con controles de
PM conocido, pasaje por columnas de sílica gel, precipi-
tación con acetato de amonio, filtración en Sephadex G-
200 (una de las más recomendadas).

Rendimientos: del orden de 50µg/g de suelo, con frag-
mentos de ADN de 500-1000pb hasta 25KB, según los
procedimientos empleados.

Caracterización de los ácidos nucleicos
Reacción en cadena de la polimerasa

La mayoría de las técnicas amplifica la muestra de ADN
por la reacción en cadena con polimerasa (Polymerasa

Chain Reaction, PCR), técnica que ha revolucionado las
metodologías en biología molecular y es un protocolo ne-
cesario en laboratorios de microbiología ecológica (Jose-
phson y Pepper, 1998,  Rodríguez y Frioni, 2003).

Un protocolo de PCR da sólo una idea básica del procedi-
miento y  para cada especie de ADN particular que se
desea amplificar, los cebadores (primers) a usar y las con-
diciones deben estandarizarse en cada caso y es nece-
sario ajustar la técnica.

Se revela la presencia o ausencia de una secuencia de
ADN de interés en el suelo, pero no indica su concentra-
ción. Para esto se están implementando nuevas técni-
cas que usan cromatografía líquida de alta presión
(HPLC) o la detección de cebadores marcados con fluo-
rescencia.
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Curva de calibración
Preparar como se señala arriba, de modo que la relación
concentración de flouresceína y la densidad óptica sea
lineal.

Resultados: en microgramos de fluoresceína/g suelo

seco/hora= mg/kg suelo seco/h

Fosfatasa ácida y alcalina
(Schinner et al., 1995)

Fundamento: el sustrato empleado es el fosfato de p-
nitrofenil. Las muestras se incuban una hora a 37ºC en
estufa o baño de agua. El p-nitrofenol liberado por la enzi-
ma se evalúa luego de la extracción, se genera color con
NaOH y se mide a 400 nm, con curva patrón.

Soluciones:
a) Sustrato para la fosfatasa ácida: disolver 4,268 g de

fosfato de p-nitrofenil.6 H
2
O disódico en buffer para fos-

fatasa ácida y llevar el volumen a 1000 mL con el mis-
mo buffer en matraz aforado (hacerla cada día)

b) Sustrato para OH-: ídem, pero en buffer para fosfatasa
alcalina

c) Buffer: 12,1 g tris (hidroximetil) aminometano, 11,6 g de
ácido málico, 14 g de ácido cítrico monohidratado y 6,3
g de ácido bórico en 500 mL de NaOH 1 M y diluir a
1000 mL con agua destilada (aforado). Guardar a 4°C

d) Acida: pH 6,5: mezclar 200 mL de stock buffer y 500 mL
de agua destilada Ajustar a pH 6,5 con HCl, llevar a
1000 mL con agua destilada

e) Alcalina: pH 11: mezclar 200 mL de buffer y 500 mL de
agua destilada. Ajustar a pH 11 con NaOH y llevar a
1000 mL con agua destilada

f) Solución CaCl
2
 0,5 M: disolver 36,74 g de CaCl

2
.2H

2
O

en agua destilada, llevar a 500 mL en matraz aforado

g) Solución NaOH 0,5 M: disolver 20 g en agua destilada
y llevar a 1000 mL con agua destilada

h) Solución estándar stock: 1 mg de p-nitrofenol/mL: di-
solver 1 g en agua destilada y llevar a 1000 mL. Guar-
dar a 4°C

i) Solución estándar de trabajo: 20 µg de p-nitrofenol/mL:
diluir 2 mL de solución estándar en 100 mL de agua
destilada

j) Curva: pipetear 0 (reactivo blanco), 1, 2, 3, 4 y 5 mL de
solución estándar de trabajo en 6 tubos, ajustar los vo-
lúmenes a 5 mL con agua destilada y agregar 1 mL de
CaCl

2
 y 4 mL de NaOH 0,5 M, mezclar bien, filtrar por

dos papeles

Se obtiene: 0. 20, 40, 60, 80 y 100 µg de p-nitrofenol

Procedimiento:
� Colocar 1 g de suelo en tubo con tapa  rosca de unos

150mL. (5 muestras = 3 para análisis y 2 para con-
trol) agregar 1 mL de sustrato (en buffer ácido o al-
calino) y 4 mL de buffer de distinto pH a 3 de los
tubos. A los dos controles agragar sólo 4 mL de bu-

ffer

� Agitar, tapar e incubar una hora a 37°C

� Agregar 1 mL de CaCl
2
 y 4 mL de NaOH al control y a

las muestras

� 1 mL de solución sustrato (ácido o alcalino) luego de la
incubación a los   controles

� Para diluir (de ser necesario, si la concentración es muy
elevada) agregar 90 mL de agua destilada a las mues-
tras y los controles, agitar brevemente, filtrar

� Medir la densidad óptica a 400 nm y calcular los  µg
NP.g-1.h-1 con ayuda de la ecuación de ajuste a una rec-
ta (datos de la curva patrón)

Expresión resultados:   µg NP.g-1.h-1 = (S - C) x 10 x h

h = factor suelo seco
10 = factor dilución extracto
S =media de muestras
C=media de controles
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Polimorfismo en  los  fragmentos de restricción
del ADN del genoma o de plásmidos luego de tra-
tamiento con enzimas de restricción
(restriction fragment lenth polymorphism, RFLP)
(Schneider y De Bruijn, 1996).
Mapas detallados usando estos marcadores están dispo-
nibles para el hombre y un número de especies vegeta-
les, animales y microoganismos de importancia agronó-
mica.  La identificación de rhizobios mediante un código
de barras (ADN fingerprinting) ha permitido su seguimien-
to en ambientes contaminados, como lo es el suelo.

Polimorfismo en los fragmentos de
restricción terminales
(TRFLP, Terminal Restriction Fragment Length Plymor-

phism) (Dunbar et al., 2001)
Constituye uno de los métodos más eficaces en ecología
microbiana para comparar répidamente la diversidad de
secuencias del ADN bacteriano extraídas de muestras del
ambiente, amplificadas por PCR. Se basa en la variación
de la posición de los sitios de restricción entre secuencias
y en la determinación del largo de fragmentos terminales
marcados con fluorescencia, mediante electroforesis en
gel de alta resolución. Se excluyen del análisis los frag-
mentos que no son terminales ya que no se marcan y no
se observan en el gel. El largo y la secuencia de los frag-
mentos de ADN marcados se determinan en secuencia-
dor automático.

Electroforesis en gel con gradientes
desnaturalizantes y de temperatura
(DGGE, Denaturing Gradient gel Electrophoresis; TGGE,

Temperatura Gradient Gel Electrophoresis) (Garland,
2004)
Al aplicar voltaje al gel, los fosfatos del ADN cargados
negativamente, causan migración de la molécula hacia el
ánodo. Para cada molécula de ADN existe un sitio del gel
donde se detiene. Asi aparecen varias bandas. En estas
técnicas se produce la desnaturalización de las molécu-
las de ADN extraído de los suelos, como consecuencia
de los cambios en la fuerza iónica de las soluciones em-
pleadas. Con un gradiente de temperatura sucede lo mis-
mo, se separan gradualmente las dos hebras de la molé-
cula, hasta alcanzar la temperatura de fusión, donde el
estado bicatenario deja de presentarse a lo largo de toda
la molécula.

Los pasos iniciales en esta técnica son las mismas que
para TRFLP: aislamiento del ADN, purificación y amplifi-
cación por PCR. Luego los productos se separan por es-
tos métodos electroforéticos. El comportamiento de estas
moléculas se compara con el de otras moléculas de se-
cuencia conocida, para verificar las proporciones de mi-
gración y su PM.

(CG)%: por esta técnica  es posible deducir el conteni-
do de este par de bases, más resistente a la desnatu-
ralización.

Las moléculas presentes en las bandas se pueden ex-
traer y caracterizarse a partir de su secuenciación.

Hibridación en la comunidad y empleo de sondas

génicas

Esta técnica es muy empleada para determinar la presen-
cia de organismos de interés en ambientes naturales. El
fenómeno se basa en la eficiencia y velocidad en que
moléculas del ADN de hebra simple se asocian para for-
mar moléculas de doble hebra híbrida, siguiendo el princi-
pio de complementariedad de bases.

El sondeo génico aprovecha la habilidad del ADN de ser
desnaturalizado (el ADN se desenrolla en dos hebras
simples) y renaturalizado (hibridación entre moléculas
simple hebra del mismo individuo o de la misma espe-
cie) y la posibilidad de hibridación entre una molécula
de ADN blanco y una molécula específica, más peque-
ña, denominada sonda génica. Se pueden formar híbri-
dos y reconocer, identificar, y caracterizar la presencia
de ciertas secuencias génicas en un genoma o fragmento
del mismo.

Para construir sondas se requiere experiencia en investiga-
ción y fuerte base de biología molecular (Josephson y Pep-
per, 1998). Usualmente se envían a construir las sondas a
centros especializados. Las de ácidos nucleicos son trozos
de ADN de simple hebra marcadas para facilitar su detección
(ejemplo con los genes de la fijación de nitrógeno).

También se puede hibridizar una colonia: tocando con
papel de filtro para adherir algunas células de cada una
en el papel. Se lisan sobre este papel y se realizan los
pasos necesarios para permitir la hibridación con la son-
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Actividades enzimáticas
Deshidrogenasas
(Frioni, 1999; Paul y Clark, 1996; Schinner et al., 1995)

Fundamento: las muestras de suelo se mezclan con clo-
ruro de p-iodo nitrotetrazolium (INT) y se incuban 2 horas
a 40° C, el p-iodo formazán formado (rojo) se extrae con
acetona, metanol  y/o etanol y N-dimetilformamida (1/1),
se mide en espectrofotómetro a 464 nm con curva patrón
de INTF.

Soluciones
* HCL 3M : 100 mL concentrado (37%) con 300 mL de

agua destilada

* Buffer Tris 1M, pH 7,0: 30,28g Tris (hidroximetil-amino-
metano) en 200 mL de agua destilada, ajustar pH 7,0
con HCL y llevar a 250 mL en matraz aforado.

* Sustrato: 500 mg INT + 2mL N-dimetilformamida, agitar
vigorosamente y llevar a 100 mL con agua destilada (afo-
rado). Prepararlo cada vez y guardarlo en oscuridad.

* Solución stock: 100 mg de INTF/mL (10 mg en matraz
aforado de 100mL, diluir con 80 mL de acetona y llevar
a 100 con la misma).

* Curva de calibración: añadir 0, 1, 2 y 5 mL de INTF es-
tándar en 4 tubos y llevar a 13,5 mL con solución de
extracción (acetona), Corresponde a 0, 100, 200 y 500
mg INTF en el volumen de reacción (13,5mL) (PM =
471,3 g)

Procedimiento
� 1 g suelo húmedo en tubos con tapa rosca, añadir 1,5

mL buffer Tris y 2 mL solución de sustrato. Envolver cada
tubo con papel de aluminio para evitar la luz.

� Tapar los tubos, agitar brevemente en vortex, incubar
por 2 h a 40ºC en oscuridad en estufa o baño de agua.
Control: suelo autoclavado  por 20´ e igual procedimiento
anterior

� Extracción: 10 mL de acetona a cada tubo, agitar y dejar
1 h a temperatura ambiente en la oscuridad, agitar fuer-
te en el vortex cada 20´

� Dejar decantar, si es necesario filtrar y/o centrifugar en
tubos eppendorf y medir a 464 nm, acetona como blan-
co, junto a la curva patrón (no usar celdas de plástico)

Cálculos: Leer en la curva patrón (ajuste a una recta) y
calcular

mg INTF g-1 suelo seco/h = (S-C) X h
                                                 2h
S = valor en la muestra
C = control estéril
h= factor de correcciòn de la H%

Se puede expresar la actividad como µLH transferidos/g-1

suelo seco multiplicando los mg INTF por 150,35

Hidrólisis del acetato de fluoresceína (FDA)
(Alef, 1998)

El método se basa en la estimación de la fluoresceína
liberada en suelo tratado con solución de FDA e incubado
a 24ºC

Soluciones
Fosfato de sodio buffer (60mM, pH 7,6), ajustar a pH 7,6
con HCl 0,1N
Acetona
Solución de FDA 2mg/mL acetona, guardar a –20ºC
Solución estándar de fluoresceína: 5mg/mL acetona, guar-
dar a –20ºC

Procedimiento
Suelo húmedo se tamiza a 2 mm se guarda a 5ºC antes
del análisis.
Tomar : 1g suelo y 20mL fosfato buffer 60mM, en frascos
de 125mL  y la mezcla se incuba en agitador a 24ºC por
15 minutos, luego 100µL de sol. stock de 2mg/mL de FDA

(sustrato) a las muestras, no a los controles. Incubar agi-
tando 2 horas a 24ºC

Parar la reacción agregando 20mL acetona (concentración
final 50% v/v). Agregar 100 µL de sustrato a los controles.
Centrifugar a 6000rpm por 5 minutos, filtrar con Whatman
Nº4  y leer D-óptica del sobrenadante claro a 499 mn (si
da más de 0,8 diluir las muestras en acetona)
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da, como desnaturalización de las moléculas, agregado
de buffers, establecimiento de temperatura adecuada, etc.

Solo las colonias que contienen la secuencia específica
de ADN darán una señal colorimétrica o radioactiva.

También se puede realizar el proceso en bacterias fijadas
en portaobjetos.

Técnicas de estudio de la fracción activa de
la comunidad

Nuevas técnicas permiten establecer perfiles molecula-
res de la fracción activa de la comunidad, que escapan a
este texto.

Se mencionarán sólo algunas:
� análisis de los ARN mensajeros codificados por genes

específicos que se recuperan a partir de muestras de
diversos ambientes y que poseen particularidas como
vida media de sólo unos minutos y son producidos in-
mediatamente antes de la síntesis proteica

� se analizan también los ARN ribosomales constituyen-
tes de la maquinaria de traducción. Su contenido es pro-
porcional a la actividad microbiana y su determinación
resulta muy útil en estudios de ecología genética

En la figura 1 se esquematizan algunos de los análisis de
la fracción activa de comunidades microbianas. Se cita-
rán dos de ellos: hibridación fluorescente in-situ (FISH) y
la de  microarreglos (microarrays).

Figura 1- Estudios de la comunidad microbiana luego de una
perturbación

Hibridación in-situ fluorescente (FISH)
(Aman, 1995) (capítulo 8)
Emplea sondas conjugadas con colorantes fluorescentes
y permite el examen microscópico.

No es necesario cultivar al microorganismo e implica el
uso de sondas de oligonucleótidos marcados con fluores-
cencia (15-25pb) en combinación con técnicas de biolo-
gía molecular y microscopía.

Existen más de 1000  sondas presintetizadas disponibles,
muchas para los ARNr 16S bacterianos.

Técnica:
� Fijación de los microorganismos, con etanol, metanol,

aldehidos (3-4% de formaldehído) para bacterias G- y
50% etanol, etanol/formol o calor para las Gram+ . Pue-
den requerirse otros pasos de permeabilización de las
células (lisozima para Gram+ e hidrólisis ácida modera-
da (1M HCl), para micobacterias

� Hibridación: el buffer con formamida y las sondas fluo-
rescentes se precalientan y se adiciona a las mues-
tras (de 30 minutos a varias horas de incubación en
cámara húmeda, oscura y a 37º- 50ºC). Las condicio-
nes adecuadas para la complementación se pueden
regular con la concentración del formaldehído, que
debilita los puentes de H y variando la temperatura de
hibridación

� Lavado: con agua desionizada y/o buffer salino (0-900
mM NaCl) para remover la sonda no hibridada.

� Detección: microscopia variada: epifluorescente, micros-
copio laser confocal o citometría de flujo

En poblaciones activas con síntesis proteica en células
en división o no, los niveles de ARNr son altos y se ob-
tienen señales importantes. En contraste, con bacterias
con carencias nutricionales, en  estrés o cerca de la fase
de muerte, los  niveles de ARNr son bajos y hasta inde-
tectables.

La técnica es muy usada para microorganismos en mues-
tras ambientales y médicas. Los protocolos y sondas es-
tán disponibles. Es de resaltar que no se requieren pasos

perturbación

marcación:
sustratos con
C13, isótopos
no radiactivos

muestras
ambientales

extracción ADN
de las muestras

captura de
los ADN

marcados

identificación de
los organismos:
genes de ARNr,

ARNm ➤
 

➤

 ➤  ➤ ➤



427Microbiología: básica, ambiental y agrícola

µgN-biomasa.g-1 = S-C . h
                                0,54

S= media de las muestras C= media de los controles
h= factor de corrección de la H%
0,54 = fracción del N-biomasa mineralizado en las condi-
ciones de la experiencia

Variante: con reactivo ninhidrina
� Fumigar el suelo húmedo con cloroformo durante 10

días a 25ºC. Repetir el procedimiento para el suelo no
fumigado. Tres repeticiones

� Extraer el suelo con KCl (2M) (1/5 partes) y filtar

� El N-aminoácidos de los filtrados se evalúa en la reac-
ción con la ninhidrina: en tubo de ensayo mezclar: 0,1
mL de los filtrados con 0,5 mL de sol. de citrato de Na
(0,4M) y agitar bien. Agregar 0,5 mL de la mezcla de
reactivos:

ninhidrina en etilenglicol monometileter, 4% p/v, cloruro
estañoso: 80mg Cl

2
St.2H

2
O en mezcla de 25 mL de buffer

de acetato de sodio, 50 mL del reactivo de ninhidrina y 25
mL de agua destilada.

� Los tubos se colocan en baño María por 30 minutos,
luego se enfrían bajo agua de la canilla y se le agregan
5mL de etanol

� Agitar los tubos y medir absorbancia a 570nm frente a
blancos de reactivos, antes de 1 h

µg ninhidrina-N.g-1 =  S.V.h
                                   g

(g) Peso suelo (alícuota del filtrado)

S= valores medios de las muestras, V= volumen de ex-
tracción. h= factor de corrección de la H%

Solución estandar stock (28 µg N-leucina.mL-1)

Disolver 0,262g de leucina en 100mL de HCl  0,1M, llevar el
volumen a 1000mL con agua destilada en balón aforado.

Solución de trabajo (2,8 µg N-leucina.mL-1): en frasco afo-
rado de 100 mL, diluir 10 mL de la solución estandar y
llevar a volumen con agua destilada. Preparar diluciones
para constuir la curva de calibración y proceder igual que
para las muestras.

P-biomasa por la misma técnica
(Brookes et al., 1982)

Se determina por la diferencia en P extraíble entre mues-
tras fumigadas y no fumigadas Fumigar las muestras (3
repeticiones) con cloroformo por 24h a 25ºC, como pre-
cedentemente

� Agitar las muestras y los controles (no fumigados) por
30 minutos solución de bicarbonato de sodio (0,5M, pH
8,5: disolver 42g de NaHCO

3
 en 700mL agua destilada,

ajustar el pH a 8,5 con NaOH 1M y llevar a 1Lcon agua).
Relación 1g suelo/20mL. Filtar

� Tomar 5-10mL de los filtrados de las muestras y los con-
troles para P-soluble: ajustar el pH a 5,0 con ácido sul-
fúrico y llevar a 20mL con agua destilada

� Agregar 16 mL de heptamolibdato de amonio (0,01M
=disolver 12,6g (NH

4
)

6
Mo

7
0

24
.4H

2
0 en 400mL de

agua destilada caliente, enfriar y agregar 140mL de
ácido sulfúrico concentrado (96-98%). Luego de
enfriar llevar a 900mL con agua destilada y agregar
0,5g de tartrato de antimonio y potasio). Agregar 2
mL de ácido ascórbico (4,4g en 1L agua destilada)
y mezclar

� Luego de 15 minutos medir el color de la mezcla a
882 nm frente a los blancos de reactivos (sin suelo)

µgP.g-1suelo seco =      (S-C). 20, h
1g suelo X alícuota del filtrado

S= media P en muestras
C= media P en los controles
h= factor de corrección de la H%
20=volumen del extracto
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de purificación ni de amplificación, lo que facilita el trabajo
(Garland, 2004).

Contraindicaciones: interacciona negativamente la au-
tofluorescencia de muestras de suelo; no todos los orga-
nismos se permeabilizan en la misma forma por los proto-
colos disponibles; resulta difícil la cuantificación en biofil-

ms y/o agregados microbianos.

Microarreglos (microarrays)
Se usa como un análisis de expresión del genoma en
su totalidad, para explorar cuales de las expresiones
génicas  son reordenadas en determinados microorga-
nismos  en respuesta a cambios en el ambiente (varia-
ciones de pH, temperatura, potencial redox, nutrien-
tes, xenobióticos). Se pueden reconocer genes induci-
dos o reprimidos en las diferentes condiciones (Wilson
et al., 2002).

� primero se amplifican las secuencias clonadas y alma-
cenadas de los genes a estudiar por PCR obteniendo
clones de moléculas de ADN copia, luego de su purifi-
cación, cien o mil de estas sondas de ADN copia dife-
rentes se unen directamente a la superficie sólida de
placas (vidrio, plástico, sintéticas).

� una alícuota de cada muestra es ordenada y dispues-
ta en los pozos microcópicos de la placa, usando un
sistema robótoco de alta velocidad controlado por com-
putadora

� el ARN total de muestras testigo y de referencia se mar-
ca por fluorescencia o radioactividad, con ciclo de trans-
cripción reversa

� las moléculas marcadas se mezclan y se someten a
hibridación con los ADN copias en la placa

� luego de incubación,  se leen las placas por las marcas
incorporadas: las emisiones producidas generan un es-
pectro carácterístico en aparatos adecuados (escaner,
microscopio laser confocal)

� las imágenes son importadas a un software específico
en el cual son superpuestas y coloreadas

� la información sobre las secuencias de los ADN clona-
dos, el nombre de los genes, intensidad de emisión, se
correlacionan con cada señal detectada

� los datos de cada hibridación simple que ocurre en cada
pozo de la placa, se obtienen según la poporción nor-
malizada de señales

� las desviaciones significativas a partir de 1 (no cambio),
representan aumentos (>1) o disminuciones (<1) de los
niveles de expresión génica en referencia a la muestra
testigo y se crean asi perfiles de expresión génica

Metagenómica

Constituye un  nuevo concepto en el estudio de las co-
munidades microbianas, conjugándose todas las técni-
cas de genética molecular en una unidad llamada meta-
genómica que involucra el estudio de los genomas co-
lectivos de los microorganismos en las comunidades,
como las del suelo.

Se clona el ADN extraído del suelo en amplios fragmen-
tos (100kb) en hospederos cultivables que luego se anali-
za por secuenciación, clonación y con el uso de genes
reporteros para estudios de actividad, como la ß galacto-
sidasa, por el gen lacz, luminiscencia, por el gen lux, fos-
fatasa alcalina, por el gen phoA, etc. la actividad puede
evidenciarse e medios de cultivo sólidos o líquidos (Jose-
phson y Pepper, 1998).

Con genes reporteros se puede monitorear la actividad
bacteriana en muestras del ambiente in situ y los estudios
prosiguen en la búsqueda de nuevos genes que puedan
ser empleados en estos estudios.

Recuentos microbianos

Suspensiones-diluciones del suelo
(capítulo 4)
� pesar 10 g suelo fresco, de contenido de humedad co-

nocido, introducirlo asépticamente en un frasco con 90
mL agua destilada estéril, solución fisiológica (ClNa al
0,85%) u otro medio mineral
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con KCl 2N y valorando con electrodos específicos o desti-
lación por arrastre de vapor. P-biomasa: extrayendo el P
soluble luego de las incubaciones.

C-biomasa por el método de fumigación-ex-
tracción
(Vance et al., 1987)

El cloroformo es un biocida efectivo que actúa sobre los
lípidos de las membranas, lisando a las células pero no
solubiliza a  la materia orgánica del suelo ni la hace más
biodegradable. Los contenidos de las células lisadas se
extraen con solución salina de sulfato de potasio.

Materiales
desecador con conexión a vacío, bomba de vacío
cloroformo puro, libre de etanol
K

2
SO

4
  0,5 M

Agitador
filtros
ácido sulfúrico concentrado
K

2
Cr

2
0

6
  0,0667M

estufa a 150°C
espectrofotómetro
curva patrón (glucosa,  ftalato de K)

Técnica
� Proceder como en la técnica de FI con las muestras

fumigadas (F) y no fumigadas (NF)

� Extracción del C-biomasa en muestras fumigadas (F) y
no fumigadas (no F) con K

2
SO

4
  0,5M en relación 1:5

(suelo/solución). Ej: 10g suelo con 50 mL K
2
SO

4
  0,5M

(en frascos con tapa rosca)

� Agitar 30 minutos en agitador eléctrico

� Filtrar con papel filtro Nº 42 plegado y recoger en reci-
pientes con tapa. El pH de los filtrados debe estar entre
6,5 y 6,8

� Guardar en congelador si no se analizan el mismo día

� Técnica: colocar 4 mL de extracto en un tubo de diges-

tión de vidrio con tapa rosca, añadir 1 mL K
2
Cr

2
0

6

(0,0667M) y 5 mL ácido sulfúrico concentrado. Tapar no
herméticamente

� Colocar en estufa a 150º C por 30 minutos. Incluir un
blanco con agua en lugar del extracto

� Dejar enfriar a temperatura ambiente por 30´ y luego en
agua 15´

� Medir en espectrofotómetro a 600 nm y comparar con
curva patrón (ajuste a una recta), realizada con glucosa
o ftalato de potasio (ej: solución madre de ftalato de K:
6,382 g/L posee 3,0 g/L de C), a partir de ella se efec-
túan diluciones

� Se puede leer hasta 24 h más tarde

 C-biomasa/100g suelo seco = (CF - C noF) 50 X 10 X 2,64 X h
                                                                 4

CF = valor C-suelo Fumigado
C noF = valor C- suelo no Fumigado
2, 64 es el factor de corrección propuesto por los autores
(aproximadamente un 38% del C-biomasa total es eva-
luado en estas condiciones)
50 = vol. de extracción de  10g de suelo, 4mL, alícuota
analizada

h= factor de corrección de humedad = 100 + H%
                                                                 100

N-biomasa por la técnica de fumigación-ex-
tracción
(Brookes et al., 1985, Schinner et al., 1996)

� Fumigar el suelo como para la determinación del C-bio-
masa, pero no eliminar el cloroformo. Mezclar el suelo
fumigado con solución de sulfato de potasio 0,5M (1/4
partes), agitar por 30 minutos y filtrar (triplicado). Repe-
tir el procedimiento en suelo sin fumigar

� Analizar los filtrados por N% por el método de Kjeldahl
(o guardar a 4ºC hasta análisis)

� El N-total del filtrado se convierte en N-biomasa
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� agitar en agitador magnético un tiempo establecido (10
minutos), se obtiene así la dilución 1/10 = 10-1 (se pue-
de partir de 30 g en 270 mL, etc.)

� tomar 1 mL de la primera suspensión-dilución y pa-
sarlo a otro tubo con 9 ml de agua estéril (dilución
10-2)

� proceder como anteriormente hasta la suspensión-dilu-
ción adecuada según la densidad microbiana de las
muestras (10-7, 10-8, etc.). Cambiar los punteros de la
pipeta automática en cada paso o usar una pipeta esté-
ril y enjugarla 5 o más veces en una dilución antes de
pasar a la siguiente

Microflora heterótrofa total

Medio

glucosa 10g

K
2
HPO4 0,2 g

agar 15g

extracto de suelo 20 mL

agua 1.000 mL

Extracto de suelo
� autoclavar durante 1 hora a 120ºC 1 kg de suelo fértil y

neutro en 1,5 litro de agua corriente

� decantar y filtrar por batería de filtros de papel hasta
clarificar

� completar a 1 litro con agua destilada

� repartir en pequeños volúmenes y esterilizar 20 minu-
tos a 120ºC y guardar hasta su uso

� Repartir el medio de cultivo fundido en cajas de Petri
estériles de 15-20 mL cada una y dejar solidificar

� sembrar en superficie 0,1 mL de suspensiones-dilucio-
nes altas: 10-5 en adelante, 3 cajas/dilución

� incubar las cajas invertidas a 28-30ºC y leer entre el 5º
y 8º día

� contar las cajas que contengan entre 30 y 300 colonias,
efectuar promedio de las tres cajas y multiplicar por la
inversa de la dilución y por el factor de corrección de la
humedad. Ejemplo:

  promedio colonias en 3 cajas de dilución 10-7 =  58
H% =  20  y   h =  1,20

Nº microorg./g suelo seco=58 x107x1,20=69,6 x107=7,0x108

Actinomicetes
Medio

glicerol 10g

asparaginato de Na 1g

K
2
HPO

4
1g

agar 15g

agua destilada 1000 mL

Proceder como anteriormente para el recuento; colonias
típicas, secas, adheridas firmemente al medio.

Hongos
Medio

peptona 5g

glucosa 10g

KH
2
PO

4
 1g

MgSO
4

0, 5g

agar 2g

sol. acuosa de Rosa de

Bengala al 1/300 100 mL

agua destilada 900 mL

Agregar en cada caja estéril 1 mL de solución de sulfato
de estreptomicina (75 mg/100 mL) esterilizada por filtra-
ción con filtros millipore de 45 micras y luego el medio en
sobrefusión

Se emplea también:
extracto de malta 20g
agar 20g
agua   1L



425Microbiología: básica, ambiental y agrícola

mortero, llevar a 100mL con agua). Valorar con el ácido
0,5N hasta viraje.

PE CO
3
Na

2 
anhidro = 53g

Cálculo de la normalidad:

N-real x gasto= N-teórica x 18,87mL

N-real    =   0,5 x 18,87
gasto

Biomasa microbiana

Esta importante y dinámica fracción de los ecosistemas
(carbono, N, P, orgánico que se encuentra en células mi-
crobianas vivas) se evalúa por:

Recuentos microbianos y cálculo de la biomasa (kg/ha)
conociendo el peso promedio de los organismos en estu-
dio: se expresa en kg biomasa/ha (capítulo 8)

Técnica de fumigación/inoculación (FI) de Jenkinson y
Powlson (1976), por análisis del C-CO

2
 liberado en mues-

tras de suelo previamente fumigadas con cloroformo, des-
fumigadas y posteriormente inoculadas con suelo fresco
y otras muestras con suelo sin fumigar y de fumigación-
extracción (FE).

Técnica:
� las muestras de suelo, frescas o secadas al aire y tami-

zadas a 2 mm se dividen en dos partes de 50 g cada
una, una de ellas se expone a los vapores de clorofor-
mo puro, obtenidos al efectuar vacío en desecador de
vidrio cerrado herméticamente, con las muestras de
suelo en tapas de cajas de Petri y el cloroformo en vasi-
to central. Colocar papel humedecido con agua en las
paredes para evitar la desecación

� dejar en contacto con los vapores por 24 h a 25ºC

� retirar el resto del cloroformo y desfumigar por repetidas
aspiraciones con bomba de vacío hasta desaparición
del olor típico del cloroformo

� llevar a los recipientes para evaluar desprendimiento de
CO

2,
 y a capacidad de campo o a la humedad deseada

con agua e inocular con 0,4% de suelo fresco, mezcla-
do cuidadosamente con el resto del suelo

� el suelo no fumigado se mantuvo el mismo período a
28ºC y luego se llevó a la misma humedad

� las muestras se incuban en frascos herméticamente ce-
rrados para la evaluación del CO

2
, con 20 mL NaOH  0,5N

� evaluar a los diez días de incubación a 28ºC (procedi-
miento ya analizado)

� las muestras no fumigadas se incuban por otros 10 días
con soda fresca

Resultados:
   Biomasa (mg C-CO

2
/100 g suelo seco) = X-Y/k    donde:

X =   mg C-CO
2
/100 g suelo fumigado, reinoculado e incu-

bado durante 0-10 días

Y =  mg C-CO
2
/100 g suelo no fumigado e incubado entre

10 y 20 días (dato más representativo para muchos auto-
res de la actividad de la microflora del suelo, al eliminarse
el efecto del pre-tratamiento de la muestra: secado al aire,
tamizado, rehumedecimiento)

k =  constante determinada por varios autores, se usa en
general 0,45, que representa la fracción de la biomasa
total del suelo que puede ser mineralizada en estas con-
diciones (10 días, 28ºC)

Biomasa como fracción del C%
Se expresa la proporción del carbono orgánico total que
es biomasa viva

C-biomasa% = mg C-CO
2
/100 g suelo x  100

C% (g/100)

Nota: igualar las unidades en numerador y denominador.

Se pueden expresar los resultados como N-biomasa pro-
cediendo a extraer el N-NH

4
+ de las muestras incubadas
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� luego de esterilizado y en sobrefusión bajar el pH a 4,5-
5,0 con ácido láctico y/o cítrico

Algas
Medio

KH
2
PO

4
0,5g

NaNO
3

0,5g

MgSO
4

0,15g

CaCl
2

0,05g

NaCl 0,05g

FeCl
3

0,01g

agua corriente 1000mL

� Incubar a la luz con burbujeo de aire, seguir el enrique-
cimiento por el incremento de los pigmentos y efectuar
aislamientos en el mismo medio sólido.

Protozoos
Medio

NaCl 5g
agar 10g
agua destilada 1000mL
pH neutro

� Repartir en cajas de Petri y antes de solidificar colocar
anillos de vidrio estériles, o perforar el agar con saca-
bocado y sembrar toda la caja con cultivo denso de una
bacteria, como Aerobacter sp.

� inocular con 0,05 mL de las suspensiones-diluciones de
suelo en cada orificio, incubar a 28ºC

� examinar luego de 15 días el desarrollo colocando la
caja sobre la platina del microscopio

� se observan los protozoos por su movilidad, a bajo au-
mento

Grupos fisiológicos

Su estudio se realiza empleando medio y/o condiciones

de cultivo selectivos, que permiten poner en evidencia
organismos que realizan determinado proceso metabóli-

co: celulolíticos (aerobios o anaerobios), fijadores de ni-
trógeno, etc. Los recuentos se efectúan en

I. medio sólido, sembrando un volumen conocido de las
suspensiones-diluciones en superficie o en inclusión

(antes de agregar el medio sobrefundido y a menos de
40ºC el que se mezcla íntimamente con el inóculo an-
tes de solidificar)

II. medios líquidos que se siembran con una alícuota de
las suspensiones-diluciones a razón de 3 o 5 tubos por
cada una. Luego de la incubación se consideran positi-
vos aquellos tubos:

a. que presentan desarrollo (turbidez)

b. o por la desaparición del sustrato o aparición de

productos del metabolismo: formación de nitratos a
partir de amonio, en los nitrificantes.

Cálculo del número más probable de microorga-
nismos por el método de Mc Crady
� sembrar 3 o 5 tubos por cada suspensión-dilución con 1

mL cada uno

� incubar a la temperatura apropiada y el tiempo requeri-
do en cada caso

� anotar el número de tubos positivos en cada suspen-
sión-dilución

� determinar el número característico (3 cifras): la última
dilución (de izquierda a derecha) donde todos los tubos
son positivos, es la primera cifra y las dos restantes se
forman con el número de tubos positivos en las siguien-
tes diluciones.

Ejemplo

1) 3 tubos/dilución 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7

Nº tubos positivos:     3 3 3 2 1 0

Número característico:  321 (dilución 10-4)

2) 5 tubos/dilución    10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7

Nº tubos positivos: 5 5 5 3 2 0

Nº característico:     532 (dilución 10-4)
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mejantes en relación al Gram y a su morfología. Puede
ser necesario efectuar un reaislamiento.

Conservación de cultivos: en el refrigerador, en tubos
de agar inclinado: deben efectuarse repiques cada 3-4
meses para evitar desecación del medio

congelados: a -20 y a -70ºC en tubos eppendorf con el
medio líquido y 50% de glicerol estéril (se evita el conge-
lamiento que puede dañar a las células)

liofilizados: tratamiento que deseca a los cultivos aplican-
do ciclos de vacío y congelamiento. Los cultivos se con-
servan desecados en ampollas de vidrio. Al usarlas se les
agrega medio de cultivo líquido y se incuba.

Indicadores biológicos en estudios de
ecología microbiana

Actividad respiratoria
(Frioni, 1999, Paul y Clark, 1996)
Se evalúa el CO

2
 liberado por el suelo solo (respiración

endógena) y/o con el agregado de sustancias cuya de-
gradación y efecto sobre la microflora se desea estudiar
(hidratos de carbono, abonos verdes, pajas, fertilizantes,
pesticidas), por técnicas de absorción en el infrarrojo, cro-
matografía gaseosa, conductividad eléctrica, gravimetría
o volumetría (luego de absorberlo en solución alcalina).

Analizaremos la técnica volumétrica

Técnica
� 100 g de suelo fresco o seco al aire y tamizado (2 mm),

de humedad conocida, solo y con los aditivos que se
desean estudiar, se colocan en recipientes de vidrio que
se puedan cerrar herméticamente de un volumen de
aproximadamente 1 litro (3 repeticiones). Se puede re-
ducir proporcionalmente las muestras: por ej. 30 g. en
recipientes  de 250mL.

� se lleva a humedad fija (por ejemplo 75% de la capaci-
dad de campo o la deseada) y se mezcla

� colocar un vasito en el fondo del frasco (o en sistema
suspendido desde la tapa) con 15 mL de solución NaOH
0,5 N y cerrar herméticamente

� incubar a 28ºC  7-10 días

� preparar blancos de reactivos (sin suelo)

� determinar el CO
2
: transvasar el contenido del vaso

interno a un erlenmeyer de 125 mL con ayuda de
agua

� agregar 5 mL solución de Cl
2
Ba 2% y 2-3 gotas de fe-

nolftaleína (0,1% en etanol al 70%)

� valorar desde bureta con ClH 0,5 N (valorado con car-
bonato de calcio anhidro) hasta desaparición color rosa:
gasto =  GM

� igual procedimiento para los blancos, gasto = GB

Cálculos
a)
mg C-CO

2
/100 g suelo seco =  (GB-GM) N(HCL) 6 x h x 100

7 días a 28ºC                      peso de la muestra

6mg= equivalente en C del HCl 1N  porque:
CO

2
 (44g)——C (12g)   PE=PM/2

h = 100 + H% factor de corrección de humedad para
100 llevar los cálculos a suelo seco a 105ºC

H% = humedad referida a peso seco a 105ºC

b) coeficiente de mineralización del carbono en 7 días:

C
m
 = (mg C-CO

2
/100 g)  X 100

         C org.% (g/100 g)

Expresar el numerador y denominador en las mismas uni-
dades (mg/100g/mg/100g), por ejemplo multiplicar el nu-
merador por 10-3

c) coeficiente respiratorio = qCO
2
= C-CO

2
/C-biomasa microbiana

Valoración del ácido clorhídrico
Pesar exactamente  0,5g de CO

3
Na

2
 anhidro (mantenido

24h en estufa a 105ºC y luego en desecador hasta uso),
colocar en Erlenmeyer de 250mL disolver en agua (3 re-
peticiones), agregar gotas de azul de bromo timol (disol-
ver 100mg de colorante con 1,5mL de NaOH 0,5N en un
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� determinar el número más probable (NMP) de microorga-
nismos, con ayuda de tablas construídas a partir de algu-
nos datos de recuentos de viables en medio sólido (ca-
jas) y luego por cálculos estadísticos se infieren todas las
combinaciones posibles. Se entra en la tabla correspon-
diente con el número característico y se lee en NMP en la
alícuota sembrada en la dilución correspondiente al pri-
mero de los números del Nº característico.

ejemplo 1

Nº característico:   321 (10-4) NMP 15,0 microorganismos
en 1 mL dilución 10-4

Nº microorganismos/g suelo seco =  15,0 x 104  x h = 1,5
x10-5 x h

ejemplo 2

Nº caract. 532 (10-4)           NMP 14,0 microorganismos en
1 mL de la dilución 10-4

Nº microorganismos/g suelo seco =  14,0 x 104 x h =  1,4
x 105 x h

Nota: si se siembra con una alícuota menor de 1 mL es
necesario tenerlo en cuenta en los cálculos. Promediar
los resultados de las repeticiones efectuadas.

Tablas de Mc Crady

3 tubos/dilución

1 2 1 2 1 2

000 0.0 201 1.4 302 6.5
001 0.3 202 2.4 310 4.5
010 0.3 210 1.5 311 7.5
011 0.6 211 2.0 312 11.5
020 0.6 212 3.0 313 16.0
100 0.4 220 2.0 320 9.5
101 0.7 221 3.0 321 15.0
102 1.1 222 3.5 322 20.0
110 0.7 223 4.0 323 30.0
111 1.1 230 3.0 330 25.0
120 1.1 231 3.5 331 45.0
121 1.5 232 4.0 332 110.0
130 1.6 300 2.5 333 110.0
200 0.9 301 4.0 140.0

1 = Nº característico;  2 = NMP

Ciclo biológico del carbono

Celulolíticos aerobios
Medio

K
2
HPO

4
1 g

NaNO
3

0,5 g

MgSO
4

0,5 g

FeSO
4

0,01 g

agua 1 litro

� Repartir en tubos de ensayo a razón de 8 mL cada uno
y agregar una banda de papel de filtro como única fuen-
te de carbono y energía

� Esterilizar 20 minutos a 3/4 atmósfera

� Sembrar con 1 mL de las suspensiones-diluciones de
suelo (10-2-10-7) 3 o 5 tubos/dilución

� Incubar por 15 días a 28ºC: tomar como positivos
los tubos en donde se visualice el ataque al papel,
pigmentación, desarrollo microbiano. A veces es ne-
cesario evaluar la integridad del papel con ayuda
de un ansa: positivo, si éste se disgrega con facili-
dad

� Expresar los resultados: Nº celulolíticos / g suelo seco
con ayuda de la tabla de Mc Crady.

Aislamiento en medio sólido
� Sembrar con una alícuota de las diluciones más con-

centradas (10-1) la superficie de caja de Petri con el me-
dio anterior solidificado con 15 g/L de agar. Colocar en-
cima un disco de papel de filtro estéril del diámetro de la
caja. Incubar

� Observar colonias típicas en zonas atacadas del
papel

� Efectuar una coloración Gram de un trocito del mismo,
describir los organismos dominantes y su relación con
las fibras de celulosa.
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� colocarlo sobre un soporte que permita calentamiento

� cubrir con pequeños trozos de papel de filtro, impreg-
narlos con solución de verde de malaquita y calentar
con mechero suavemente por 5 minutos, evitando ebu-
llición, agregar colorante de ser necesario.

(Verde de malaquita:  0,5g, agua destilada 100mL)

� lavar con agua

� contrastar con solución de safranina 30 segundos

� lavar con agua, secar y observar en inmersión

Las esporas se ven verdes y las células vegetativas rosa-
das. Sin teñir se pueden observar en microscopio de con-
traste de fases y muchas veces se aprecian en la colora-
ción de Gram de cultivos viejos.

Cápsulas

� Colocar una gota de tinta china en un portaobjeto limpio
y mezclar con una ansada de cultivo

� Cubrir con cubreobjeto y observar en inmersión
Las cápsulas (definidas) y las capas mucosas (más laxas)
se ven como zonas claras alrededor del organismo sobre
un fondo oscuro (coloración negativa)

Siembra y aislamiento

Sembrar o inocular es introducir artificialmente un inó-
culo microbiano en un medio adecuado, con el fin de es-
tudiarlo, propagarlo, aislarlo en cultivo puro. Puede reali-
zarse en medio sólido, semisólido o líquido, con ayuda de
ansa, pipeta, punta, hisopo.

En medio líquido: en matraces, tubos, fermentadores
industriales. El crecimiento se manifiesta por enturbiamien-
to (velo, película, sedimento) y/o por desaparición de un
sustrato o aparición de productos del metabolismo (deter-
minaciones químicas de amonio, nitratos, sulfatos, etc.).

En medio sólido: en tubos o placas de Petri

Tubos con agar inclinado (pico de flauta) para sembrarlos
se mueve el ansa o la punta cargada con el inóculo sobre la

superficie del agar con movimiento en zigzag desde el fondo
a la parte superior, cuidando de no romper el agar

Agar parado: se siembran introduciendo la punta hasta el
fondo y levantandola suavemente (siembra en picadura)

Siembra en placas
en superficie: por bañado, colocar 0,1-0,5mL de la mues-
tra con pipeta estéril en el centro de la caja y distribuir a
toda la caja con un rastrillo de vidrio estéril

en estrías, cargar el ansa y efectuar estrías paralelas en
la cuarta parte de la caja, se quema el ansa y se enfría, se
gira la caja 90º y se vuelve a estriar tocando 3-4 veces el
área sembrada inicialmente y cubriendo otro cuarto de
caja. Por último, sin quemar el ansa, se estría el resto de
la superficie sin sembrar. De esta forma se facilita el aisla-
miento de colonias

por inclusión: colocar 1mL de la muestra en una caja de
Petri estéril y vacía, sobre ella se agregan 15-20mL de
medio de cultivo fundido y mantenido en sobrefusión a
45ªC, se agita la placa para mezclar intimamente, mo-
viéndola 4 veces en sentido horario, 4 en sentido contra-
rio y hacia ambos costados, antes de que el agar se soli-
difique.

Las cajas se incuban invertidas, para evitar que el agua
de condensación caiga sobre el medio dando crecimiento
confluente e impidiendo la formación de colonias.

Cada célula viable dará origen a una colonia,

de modo que la siembra en placas se usa para

cultivar, aislar y contar a los microorganismos.

Aislamiento: obtención de cultivos puros, se realiza en
en forma directa (por agotamiento en superficie sólida),
cuando la muestra contiene al microorganismo en canti-
dad adecuada, o por enriquecimiento previo, cuando se
encuentra en baja densidad. Se aumenta el número de
microorganismos del tipo deseado por pasaje en medio
líquido, en condiciones selectivas. El aislamiento termina
por agotamiento en medio sólido (colonias).

Cultivo puro: a partir de colonias del mismo tipo se reali-
za un examen microscópico a fin de mostrar células se-
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Amilolíticos
Medio

solución salina estándar 50 mL

extracto de suelo 10 mL

almidón 1,5 g

NH
4
NO

3
1,0 g

agua  940 mL

agar 20 g

Solución salina estándar

K
2
HPO4 5 g

MgSO
4

2,5 g

NaCl 2,5 g

Fe
2
 (SO

4
)

3
0,05 g

MnSO
4

0,05 g

agua 1 litro

� Recuento en medio sólido: como para microflora hete-
rótrofa total

� Recuento en el mismo medio líquido: inocular 3 o 5 tu-
bos/dilución (1 mL). Incubar 15 días

� Lectura: pasar 1 mL de cada tubo a un tubo vacío
de hemólisis; agregar 1 gota de reactivo iodo-iodu-
rado (Lugol): iodo= 10 g; IK= 25 g; agua= 1 litro.
Agregar 2-3 ml de agua. Tubos (+ ) ligeramente co-
loreados de amarillo; tubos (- ) color azul a violeta y
marrón.

Nota: Se emplea también caldo simple o agar simple con
0,2% de almidón u otro azúcar cuya utilización se desee
estudiar.

Caldo simple: peptona, 10 g; NaCl= 5 g; extracto de

carne= 10 g; agua=  1 litro

Ciclo biológico del nitrógeno

Fijación por organismos en vida libre y en la
rizosfera

Aislamientos y recuentos

Azotobacter y Derxia  medio LG

(Döbereiner, 1980)
sacarosa 20 g
K

2
HPO

4
0,05 g

KH
2
PO

4
0,15 g

CaCl
2

0,01 g
MgSO

4  
7 H

2
O 0,20 g

Na
2
MoO

4
2H2O 0,002 g

FeCl
3

0,01 g
azul bromotimol (0,5% en etanol) 2,0 mL
CaCO

3
1,00 g

agar  15 g
agua 1 litro
pH 6,8 (color verde)

Para Derxia: reemplazar sacarosa por almidón o glu-
cosa, omitir el carbonato de calcio y agregar 0,01g
NaHCO

3

Azospirillum (NFb)                  (Döbereiner, 1980)
ácido málico   5,0 g
K

2
HPO

4
0,5 g

MgSO
4

  7 H
2
O 0,2 g

NaCl  0,1 g
CaCl

2
 0,02 g

Na
2
MoO

4
 2 H

2
O 0,002 g

MnSO
4 
H

2
O 0,01 g

Fe EDTA 91,64% peso/vol, agua) 4,0 mL
azul bromotimol (0,5%  p/vol. en etanol) 3,0 mL
KOH 4,5 g
biotina 0,1 mg
agua 1 litro
pH 6,8 (color verde) antes de
agregar el agar (semi-sólido) 1,75 g agar

� Distribuir en frascos chicos de antibióticos (7-10 mL) a
razón de la mitad de su volumen, esterilizar como de
costumbre.

Nota: Para realizar cajas agregar 20 mg extracto de leva-
dura y 15 g de agar/L.
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ellas coloreando el fondo y contrastando con las células
incoloras (coloración negativa o indirecta).

Coloraciones simples: usan un solo colorante, como el
azul de metileno, safranina, cristal violeta. Todas las célu-
las se tiñen uniformemente.

Coloraciones compuestas, cuando se emplean dos o
más colorantes. La coloración diferencial, como la de
Gram, es  una coloración compuesta.

Preparación de un frotis
extendido del material (cultivo sólido o líquido) sobre un
portaobjeto limpio y desengrasado con alcohol. Si se par-
te de material sólido (alimentos, suelo, colonias sobre agar)
colocar una gota de agua en el portaobjeto y disgregar el
material en una fina capa sobre el vidrio con ayuda del
ansa

secado: en forma lenta y evitando ebullición del agua del
frotis (las células se aglomeran y resulta dificultosa su vi-
sualización)

fijado: mata y fija a los microorganismos, coagulando el
citoplasma y permite su adhesión al portaobjeto. Si esta
etapa no se realiza correctamente, las células se lavan y
se pierden en la tinción. Se usa el calor: cortando la pre-
paración 3-4 veces en el cono azul del mechero de gas,
sostenida con una pinza de madera. Se pueden usar otros
procedimientos, como la fijación por metanol, formol, que
permite observar mejor células animales o vegetales que
pueden acompañar a las bacterias

Ejemplo de coloración simple: una vez frío el frotis se
coloca en un soporte adecuado sobre una pileta y se le
agrega el colorante (azul de metileno, por ejemplo), du-
rante 1 minuto, se lava al chorro suave de la canilla o
con ayuda de una piseta, se seca con papel absorbente
del lado de atrás y cerca de la llama del mechero. Se
observa a x40 y luego con inmersión (x100) con una gota
de aceite.

Coloración diferencial (Gram): evidencia diferencias en
la composición física y química de las bacterias y permite
diferenciarlas entre si:

Gram positivas, retienen el primer colorante- cristal vio-
leta o violeta de Genciana- y se ven violetas y Gram

negativas, que se decoloran con alcohol, acetona o mez-
cla de ambos y se se tiñen con el segundo colorante,
como la safranina y se ven rosadas. El complejo forma-
do por el cristal violeta y el iodo del lugol (mordiente) es
extraído, mientras que en las G+  esto no ocurre por una
diferente composición y estructura de la pared celular
(capítulo 2).

Las levaduras, eucariotas con paredes gruesas pero sin
peptidoglicano, se tiñen como Gram+, en este caso no es
la composición química sino la estructura física de la pa-
red lo que le confiere la Gram positividad.

Técnica coloración de Gram
� colocar el frotis sobre un soporte para tinciones

� cubrir con solución de cristal violeta y dejar actuar 1
minuto

(cristal violeta, 2g con 20mL etanol 96%, oxalato de amo-
nio 1% (v/v). Disolver el colorante en etanol, agregar el
oxalato de amonio y dejar 48h antes de usar, filtrar por
papel colorantes viejos)

� lavar suavemente con agua de la canilla

� cubrir con lugol y dejar 1 minuto, lavar de la misma for-
ma.

(Lugol: iodo 1g, ioduro de K, 2g, agua destilada 300mL :
disolver el iodo y el IK en agua, dejar de un día para el
otro para disolver completamente, guardar en frasco os-
curo)

� cubrir con solución de safranina y dejar 1 minuto. Lavar
y secar

(safranina: 2,5% (p/v) en alcohol 95%, 10mL, agua desti-
lada 100mL)

� observar en inmersión: G+ violetas, G- rosadas y deter-
minar forma y tamaño relativo

Coloración de esporas
� preparar un frotis pasando 10 veces por la llama para

fijar
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Determinación del efecto rizosférico (R/S) de ve-
getales sobre estos diazotrofos
� plantas de gramíneas se llevan al laboratorio con el pan

de suelo, se corta la parte aérea y se sacude la raíz con
suaves movimientos: el suelo que queda adherido se
considera rizosférico (R)

� colocar la raíz en erlenmeyer de 250 mL y peso seco
conocido con 100 mL de agua destilada estéril o solu-
ción NFb salina (sin azúcares)

� agitar 10 minutos a 70 rpm en agitador eléctrico

� decantar y realizar suspensiones-diluciones (10-1-10-4)

� retirar la raíz con pinza, enjuagarla con agua que se
recoge en el erlenmeyer. Este se lleva a estufa a 105ºC
para evaporar toda el agua y determinar peso seco del
suelo rizosférico (peso erlenmeyer con suelo seco-peso
erlenmeyer vacío). Colocarlo en desecador con Cl

2
Ca o

sílico gel para enfriarlo antes de pesar.

� con suelo no rizosférico (S) realizar suspensiones-dilu-
ciones (10-1-10-4)

Azotobacter
� inocular 3 cajas/dilución con 0,2 ml de suspensiones-

diluciones

� 10-1-10-4 del suelo (S) y del  (R) del erlenmeyer inicial y
10-1-10-3

� extender el inóculo en toda la superficie con varilla de
vidrio doblado 90º, secar a estufa a 37ºC e incubar in-
vertidas a 28ºC

� leer entre 5-7 y hasta 14 días: colonias típicas transpa-
rentes, brillantes, distinguir de contaminantes.

Cálculo de R/S, como se explicó anteriormente

Azospirillum
� inocular 3 frascos/dilución con 0,1 mL cada uno en el

medio semi-sólido, con las mismas suspensiones-dilu-
ciones que para Azotobacter, incubar a 28ºC

� leer entre los 3- 5 días por la aparición de una película
sub-superficial, determinar el número característico y
calcular la densidad con ayuda de la tabla de Mc Crady

� verificar capacidad de fijación del N
2
 de las películas,

sustituyendo el algodón de los frascos por tapón de
goma y precinto de aluminio, medir reducción del aceti-
leno a etileno (actividad nitrogenásica)

� efectuar observaciones morfológicas de los cultivos y
aislamientos en cajas de medio NFb con extracto de
levadura (N combinado); las colonias aparecen en 1 o 2
días, pero se dejan incubar por 1 semana; son blancas,
secas y pequeñas y frecuentemente se introducen en
el agar. Verificar su capacidad de reducir el N

2
 en medio

semi-sólido, sin N

(R/S)=   Nº m.o./g suelo rizosférico
Nº m.o./g suelo no rizosférico

Actividad nitrogenásica   (Döbereiner, 1980)
Reducción del acetileno a etileno en raíces cortadas

� recoger las plantas temprano en la tarde para permitir
máxima acumulación de fotosintetizados, separar la par-
te aérea y exceso de suelo y colocar las raíces en reci-
pientes con agua destilada, llevar inmediatamente al
laboratorio

� colocar las raíces en frasco que pueda cerrarse her-
méticamente: de suero, tipo antibiótico o los emplea-
dos como biberones, tapar con tapón de goma y pre-
cinto de aluminio. Reemplazar el aire por N

2 
y 5% de

aire, dejar a temperatura ambiente toda la noche para
superar la fase de latencia en la reducción observada
en gramíneas

� reemplazar un 10% de la atmósfera por acetileno y 1% O
2

� incubar a 32ºC y efectuar mediciones en las 2 o 3 horas
a partir de 0,5-1 mL de muestra tomada con jeringa de
plástico, en cromatógrafo de gases con columna de Po-
rapax Q, N o T a 80ºC temperatura y 100ºC en el inyec-
tor, gas portador: N

2

� los picos de etileno se comparan con los producidos en
las mismas condiciones y sensibilidad por muestras de
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tra en estudio. Trabajar en cámara de flujo laminar o entre
dos mecheros encendidos.

Toma de  muestras para observaciones micros-
cópicas o para siembra
� tomar el tubo de ensayo con la mano izquierda, de modo

que su base toque la palma de la mano y aflojar el tapón

� tomar el ansa con la mano derecha, con los dedos pul-
gar, índice y mayor dejando libres el anular y meñique a
los efectos de poder asir el tapón

� quemar el ansa introduciendo la punta en el cono frío de
la llama del mechero en posición vertical y luego ir le-
vantándola hasta que quede toda al rojo, pasarla por la
llama en un ángulo de 60º con la vertical, manteniéndo-
la siempre en posición paralela al cuerpo.

� flambear el metal adyacente

� cerca del mechero, tomar el tapón de algodón o de
plástico del tubo con los dedos anular y meñique de la
mano derecha y quitarlo girando el tubo, flambear la
boca del tubo

� introducir el ansa tocando la pared fría dentro del tubo
(sin soltar el tapón) para que el ansa se enfríe y luego
introducirla en el cultivo líquido o deslizarla sobre la su-
perficie de un cultivo sólido de abajo hacia arriba, para
tomar el cultivo a transferir (inóculo)

� sacar el ansa cargada del tubo, flambear la boca y
taparlo

� transferir el inóculo a un portaobjeto o a otro medio de
cultivo (siembra)

� quemar nuevamente el ansa

Algas, hongos y protozoos
Dado su mayor tamaño en relación a las bacterias, su
observación se realiza en general, al estado fresco, sin
fijar ni teñir, colocando las muestras entre porta y cubre-
objeto o en portaobjetos excavados que permiten obser-
var una gota de líquido suspendida.

Las estructuras de los hongos se aprecian muy bien to-
cando las colonias suavemente con una cinta adhesiva,
la que luego se pega  sobre un portaobjeto, de esta ma-
nera se evita la rotura del micelio que ocurre con el  uso
de ansas, puntas, etc. También se aprecian colocando la
caja de Petri sobre la platina del microscopio y tratando
de enfocar a bajo aumento, regulando la luz a niveles ade-
cuados.

Bacterias
� al estado fresco, sin teñir

� células fijadas, teñidas con colorantes

Las bacterias vivas son difíciles de observar sin teñir ya
que su índice de refracción es muy similar al del agua, no
se aprecia contraste con el medio que las rodea. Una pro-
piedad importante se aprecia al estado fresco es  la mo-

vilidad

� se coloca la preparación (cultivo jóven de bacterias en
medio líquido) entre porta y cubreobjeto o en portaobje-
tos excavados y se observa en el microscopio óptico a
x40 con mínima iluminación o en microscopio de con-
traste de fases. Debe distinguirse el movimiento flage-
lar que desplaza rápidamente a la célula, del movimien-
to por arrastre de corrientes de convección o del movi-
miento browniano de las bacterias inmóviles

Tinciones
Las coloraciones de bacterias tienen por objeto:
� aumentar el contraste de las células con el medio, lo

que permite distinguir forma y tamaño

� diferenciar grupos bacterianos por su reacción frente a
ciertos colorantes

� evidenciar ciertas estructuras internas (endoesporas)

Los colorantes usados son sales en las cuales el anión o
el catión son responsables del color (colorantes ácidos y
básicos, respectivamente). Las bacterias tienen afinidad
por los colorantes básicos, como el azul de metileno o el
cristal violeta. Cuando se usan colorantes ácidos como la
eosina y la nigrosina, estos no se unen al citoplasma car-
gado negativamente, sino que se depositan alrededor de
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etileno puro diluido en frasco de antibiótico cerrados. El
etileno se consigue en pequeños balones o se prepara
por reducción del etanol con ácido sulfúrico

� los resultados se expresan en micro o nano moles de
etileno (nM C

2
H

4
/g raíz seca/hora)

� efectuar dos controles: raíz sin acetileno (producción
endógena del mismo) y otro con acetileno, sin raíz (im-
purezas de etileno)

En cilindros de suelo con planta entera

� introducir un cilindro de acero abierto en ambos extre-
mos, alrededor de las plantas y retirar el sistema radical
lo más intacto posible. Sellar sobre un plato de plástico
en la base

� colocar en bolsa de polietileno, tipo Saran dejando la
parte aérea libre, sellar alrededor del tallo con banda de
goma y solución de agar (7 g/L) luego de unas 24 horas
en invernáculo para equilibrar el sistema

� una tubuladura lateral de goma permite efectuar los in-
tercambios gaseosos. Si no se cuenta con medidor de
flujo para volúmenes grandes, se puede generar el ace-
tileno en la bolsa a partir de carburo de calcio y agua. A
los efectos de calcular el volúmen de la bolsa y posibles
pérdidas se introduce volumen conocido de propano,
como estándar interno

� leer luego de 1-2 horas de introducción del acetileno

� efectuar blanco de suelo sin plantas

Asociación Rhizobium-leguminosa
(Balatti y Jardim Freire, 1996; FAO, 1983 y 1984; Duhoux
y Nicole,  2004; Graham y Vance, 2000; Milnitsky et al.,
1997;  NifTAL, 1981)

Aislamiento de rhizobios a partir de nódulos (figura 1)
� lavar cuidadosamente las raíces noduladas bajo el agua

de la canilla

� elegir nódulos grandes y vigorosos, separarlos de la raíz
dejando pequeña porción de ésta a cada lado del nódulo

� Desinfección: colocar los nódulos en tubo de ensayo
con tapa rosca o en sistema preparado cortando jerin-
gas de plástico y adhiriendo con banda elástica en un
extremo del cilindro una gasa para sumergirlo en las
distintas soluciones : alcohol 70% durante 1 minuto,
cambiar a NaClO al 2% por 3-5 minutos, agitando, lavar
5-6 veces  con agua destilada estéril

� Maceración del nódulo con auxilio de varilla de vi-
drio, bisturí o ansa estéril, puede efectuarse entre
dos portaobjetos o en un borde de la tapa de la caja
donde se efectuará el aislamiento, con unas gotas
de agua

Figura 1- Aislamiento de rhizobios a partir de nódulos e
inoculación de plántulas

Aislamiento
1. en superficie: sembrar por agotamiento con ansa

en superficie de medio EMA (extracto de levadu-

ra manitol agar), llamado también M-79, con rojo
Congo

2. en inclusión: colocar 1 mL de agua estéril en 3 cajas de
Petri vacías. Con el ansa flambeada tomar contenido
nodular y diluirlo sucesivamente en las 3 cajas. Agregar
el medio en sobrefusión (menos de 45ºC) y por repeti-
dos movimientos mezclar con el inóculo

� incubar las cajas en posición invertida a 28ºC: las colo-
nias de rhizobios de crecimiento rápido aparecen a los
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2-3 días y las de crecimiento lento, al cabo de 1 sema-
na. Son grandes, incoloras, mucosas, de superficie lisa
y brillante. Los contaminantes generalmente se colo-
rean con el rojo Congo, aunque hay excepciones como
Agrobacterium radiobacter y cultivos viejos de rhizobio

� repicar las colonias representativas en tubos de agar
inclinado con medio EMA con azul de bromotimol

Medio EMA con rojo Congo

manitol 10 g
K

2
HPO

4
0,5 g

MgSO
4
 7 H

2
O 0,2 g

NaCl 0,1 g
extracto de levadura 1 g
agar 15 g
rojo Congo (sol. acuosa 1/400) 10 mL
agua destilada 1 litro

Medio EMA con azul de bromotimol
� el mismo medio anterior: se sustituye el rojo Congo por

1 mL por litro de solución alcohólica al 1,6% de azul de
bromotimol. Ajustar el pH 6,8-7,0, repartir en frascos
(para preparar cajas) o en tubos de ensayo, esterilizar
e inclinar antes de solidificar

Selección de cepas de rhizobio

Se realiza a tres niveles: laboratorio, invernáculo o cá-

mara controlada y campo. Se parte de una colección
de cepas autóctonas y otras cedidas por centros de co-
lección.

� Desinfección de las semillas: colocar la cantidad de
semillas de leguminosas necesarias, de buen poder ger-
minativo, en un frasco y sumergirlas en alcohol a 70%,
agitando por 3-5 minutos. Volcar y agregar hipoclorito
de sodio al 2%, por 3-5 minutos. Lavar varias veces con
agua destilada estéril.

� Germinación: en los mismos recipientes se pueden dis-
tribuir las semillas sobre las paredes con una pequeña
cantidad de agua del último lavado, o bien colocarlas
sobre la superficie de agar-agua o medio EMA sin colo-

rante, o sobre algodón y papel de filtro en cajas estéri-
les, para su germinación a la oscuridad y temperatura
adecuada a cada leguminosa.

� Siembra e inoculación

Para leguminosas de semilla pequeña (Medicago, Tri-

folium, etc.) tubos grandes (19 x 2 cm) con 25 mL de me-
dio salino para plántulas, como el de Jensen :

CaHPO
4

1,0  g
K

2
HPO

4
0,2  g

MgSO
4
 7H

2
O 0,2  g

NaCl 0,2  g
Cl

3
Fe 0,1  g

agua 1 litro
agar 8  g
pH 6,8-7,2

� sembrar dos plántulas por tubo con ayuda de ansa

� llevar a solario y a la semana inocular con 0,2 mL de
una suspensión densa de células (109/mL) de las ce-
pas a estudiar (el contenido de un tubo de agar incli-
nado crecido 2-3 días se suspende con 5 mL de agua
estéril). Efectuar 8 o más repeticiones de cada trata-
miento

� se incluyen dos testigos:
                 T  =  sin inocular y sin nitrógeno

                 N  =  0,2 mL solución KNO3 al 0,05%

� llevar a cámara de cultivo con temperatura, fotoperíodo
e intensidad luminosa controlados de acuerdo a la le-
guminosa con que se trabaje. Las raíces no deben que-
dar expuestas a la luz. Los nódulos comienzan a apare-
cer en las primeras semanas. Anotar fecha de inicio de
nodulación y aspecto de ésta

� Evaluación: la experiencia concluye cuando se obser-
va la máxima diferenciación entre los tratamientos (T) y

(N), pero antes que los primeros comiencen a secarse
(6-8 semanas). Con ayuda de ansa o varilla se sacan
las plantas con el medio, se corta la parte aérea, se
coloca en sobre de papel con su correspondiente nu-
meración y se determina su peso fresco y luego su peso
seco a 65ºC, hasta peso constante.
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� El N% de la parte aérea y la producción de N por tubo
se realiza por la técnica de semi-micro Kjeldahl, aun-
que en este primer ensayo suele efectuarse determina-
ciones de peso seco de la parte aérea y nodulación:
número, peso de los mismos a 65ºC, ubicación veloci-
dad de aparición.

Para para leguminosas de semilla grande  (soja, maní,
poroto)
� se emplean unidades de siembra mayores, como las

clásicas botellas de Leonard: botellas comunes de
unos 700 mL a las que se les quitó el fondo y que van
invertidas sobre un frasco de boca ancha (1 litro) con
solución nutritiva para plántulas que asciende por capi-
laridad a través de una mecha de gasa enrollada, a la
botella invertida llena de arena fina lavada y neutra o
vermiculita donde se desarrollará el sistema radical. Todo
el dispositivo sin la solución se envuelve en bolsa de
papel y se esteriliza en autoclave; antes de su uso se le
coloca solución nutritiva (Jensen, Norris, etc.) Pueden
hacerse más chicos, o con dos vasos de plástico uno
con arena/vermiculita y con una mecha no degradable
sumergida en la solución del vaso externo.

� Siembra: con semillas desinfectadas o con plántulas
creciendo asépticamente, o micropropagadas, 5-6 se-
millas para luego ralear a 2 por dispositivo

� Inoculación: puede incluirse con la semilla (peletea-
da) o agregarse una vez emergidas las plántulas a
razón de 1 mL de suspensión con 109 células/mL por
cada planta. Cuando las plantas están establecidas,
se cubre la superficie de arena con 2-3 cm de arena
parafinada o trozos de espuma plástica para evitar
desarrollo de algas y excesiva evaporación

� Incubación: el ensayo (cepas y testigos) se lleva a cá-
mara de cultivo controlado o invernáculo. Se repone la
solución a medida que se requiera, alternándola con
agua estéril

� La evaluación es la misma que efectuamos en el ensa-
yo de laboratorio

Ensayos de invernáculo o cámara con suelo
� se emplea suelo seco al aire y tamizado o bien cilin-

dros intactos de suelo que se obtienen en el campo
con ayuda de un cilindro metálico que se entierra para
extraer un pan que se coloca luego en bolsas duras
de plástico o en macetas. En este caso no hay altera-
ción del mismo.

Pero son sin duda los ensayos de campo los que permi-
tirán emitir opinión más acertada sobre el comportamien-
to simbiótico de combinaciones rhizobio-leguminosa.

Ensayos de campo
� Elección del lugar: los suelos con bajo número de rhi-
zobios y nitrógeno disponible son probablemente los más
útiles para el ensayo de cepas, pero para probar otras
cualidades además de la eficiencia, como la capacidad
competitiva, se requiere una alta población de rhizobios
nativos. El lugar debe estar lo suficientemente nivelado
para evitar el lavado luego de una lluvia y la contamina-
ción de las parcelas. Elegir el diseño experimental más
conveniente

� Tratamientos al suelo: si el propósito es comparar la
eficiencia de un grupo de cepas, las demás condiciones
no deben ser limitantes: nivel mínimo de fertilidad, pH,
dosis de inoculante, riego para evitar pérdidas por sequía,
etc. Por el contrario, si se desea comparar la capacidad
de las cepas para sobrevivir y nodular en el campo, las
condiciones deben ser las naturales

� Inoculación: a menos que el ensayo se establezca para
comparar distintos métodos de inoculación, ésta debe efec-
tuarse según las normas de práctica común en la zona.
Se desea establecer entre 1.000 a 10.000 rhizobios via-
bles/semilla

� Evaluación: en el momento del raleo ya se aprecia no-
dulación, pero ésta se evalúa al comienzo de la floración,
en unas 10 plantas por parcela: número y peso seco de
los mismos. Cosecha: una superficie determinada (1 m2)
para cultivos forrajeros y las líneas centrales para los cul-
tivo de grano. Se evalúa: peso fresco y seco de la parte
aérea, N% y producción de nitrógeno por hectárea. En
caso de granos: número de cajas o vainas por planta, peso
seco de las mismas y de los frutos, N% de frutos y se
calcula la producción de nitrógeno = N% x materia
seca(kg/ha)
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� Interpretación de los resultados: análisis estadístico:
varianza y diferencias entre medias de tratamientos, co-
rrelaciones, etcétera.

Preparación de los inoculantes

La bacteria seleccionada se cultiva en medio líquido con
agitación hasta altas densidades (108 células/mL).

El inoculante puede ser líquido o sólido.

Algunos inoculantes se distribuyen en pequeña escala en
agar, o en bolsas de plástico con caldo de altísima con-
centración celular e incluso algunos se expenden como
cultivos liofilizados (pastillas).

Inoculantes líquidos se usan cuando existe buena co-
ordinación entre el laboratorio y las tareas de campo y
son útiles a nivel experimental (solario, invernáculo) o
cuando se observan fallas en la aplicación de otros ti-
pos de inoculantes en el campo y se desea salvar el
ensayo, se riega el surco con un cultivo denso de la
bacteria. Actualmente se vuelven a emplear para ino-
cular grandes áreas de leguminosas, como la soja en
Brasil y Argentina. La botella o recipiente de plástico
se adosa a la sembradora y el inoculante conveniente-
mente diluido, gotea sobre las semillas a medida que
son sembradas.

Inoculantes sólidos, son muy usados sobretodo cuan-
do se separa en el tiempo la producción de su empleo.
En general el soporte sólido es la turba, tierra con alto
contenido de materia orgánica (60-70%), pero si no se
dispone de buenas turberas, se han ensayado otros
soportes: lignita, cáscara de cereales molida, políme-

ros orgánicos (poliacrilamida, alginatos) o minera-

les como arcillas, tierra de diatomeas, etc.

Se usa: turba estéril por rayos gamma o en autoclave
en las bolsas de poliestireno que luego se inoculan con
el caldo con ayuda de una jeringa y aguja estéril. Se
deja madurar para que la bacteria se multiplique en el
soporte. Actualmente casi todos los inoculantes emplean
turba estéril para evitar disminuciones del inóculo por la
competencia de hongos, actinomicetes y otras bacterias

(en  general las turbas aceptan igual volumen de caldo
sin aparentar estar mojada).

Control de calidad de los inoculantes

Como todo producto biológico pueden perder calidad por
mutaciones en los cultivos o por descenso del número de
células viables. Se tiende a que la producción de inocu-
lantes sea una actividad privada y que el estado cuente
con laboratorio de control responsable de:

� seleccionar y proveer a los industriales cepas de

rhizobios debidamente seleccionada para cada legu-
minosa

� controlar la calidad de los cultivos durante su desarro-
llo (caldos) y en el producto final, en la fábrica y en los
lugares de distribución, rechazando aquellos que no con-
tengan el número mínimo exigido (en Uruguay es de  2
x 109/gramo producto fresco) o limitando el período de
uso a menos de 6 meses.

� conducir áreas de investigación para superar proble-
mas asociados con la elección de las cepas y su sobre-
vivencia en el producto final.

Técnicas de inoculación
En semillas:
� en seco, consiste en mezclar el inoculante en el depó-

sito de semillas de la sembradora; ambos productos van
cayendo en el surco. A pesar de que no hay un contacto
íntimo entre el inóculo y la semilla, muchos productores
lo prefieren por la comodidad que significa no emplear
agua.

� húmedo, se mezcla la turba con la semilla y la mínima
cantidad de agua, en general con un adhesivo, como
leche, azúcar o adhesivos comerciales (inoculación

simple)

� pildorización, o “pelleteo”, se mezcla la semilla con el
inóculo y un adhesivo como solución de goma arábiga,
celofax A, otros derivados celulósicos, etc. y luego se
recubre ésta con un polvo fino: carbonato de calcio, para
los rhizobios de crecimiento rápido que acidifican, o fos-
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fato de roca o dolomita para los de crecimiento lento,
que alcalinizan.

Esta técnica aumenta las posibilidades de nodulación exi-
tosa en: suelos ácidos, siembra aérea, siembra demora-
da por causas climáticas, germinación retardada por falta
de humedad, pero suele secar el preparado, por lo que su
uso debe controlarse. Algunos países expenden la semi-
lla pre-inoculada, con 105 rhizobios/semilla.  En muchos
casos se recomienda el pellet múltiple o “super pellet”
para obtener semillas con elevado número de rhizobios,
mejorando el establecimiento en casos en que la densi-
dad de cepas nativas infectivas sea muy elevada.

En el suelo
Cuando se aplican pesticidas, o cuando la semilla puede
dañarse fácilmente con el manipuleo como en el caso de
la de maní, se pueden aplicar técnicas de inoculación al
suelo con formas líquidas o granuladas de inoculantes.

� granular, en general son a base de turba preparados
como las raciones de animales, comprimiendo peque-
ños cilindros. Son comunes con aplicaciones de in-
secticidas y herbicidas.  Se aplican debajo de la semi-
lla en el surco y resulta ser un método muy eficaz en
la inoculación en maní, soja y otros cultivos. El inocu-
lante se puede colocar a la distancia que se desee de
la semilla.

� líquidos se emplean al igual que los anteriores cuan-
do se desea evitar el manipuleo de la semilla, pero
se requiere transporte de agua y maquinaria con pul-
verizador.

� otros tipos  se extiende el uso de inoculantes donde
los microorganismos se atrapan en geles de poliacrila-

mida y otros productos como alginato, xantano, que
protegen a las células. Se mostraron tan eficaces como
los inoculantes a base de turba, con la ventaja de que
se puede inocular muchos días antes de la siembra (30
o más días).

Inoculante a base de alginato de calcio
(figuras 2 y 3, Frioni et al., 1994)
� Esterilizar alginato de sodio al 4% en agua (es muy viscoso)

� Mezclar en partes iguales con cultivo denso de rhizobio,
Frankia, Azospirillum, hongos micorrícicos u otro micro-
organismo a ser empleado como inoculante con el algi-
nato, que  queda al 2%, mantenerlo en agitación con
barra magnética

� Preparar solución del cloruro de calcio al 1% estéril y
agitada con barra magnética.

� El inoculante se forma dejando caer gotas de medio-
alginato sobre el cloruro de calcio, con pipeta o filtro de
porcelana con pequeños orificios. Se forman pequeñas
esferas de alginato de calcio (gel) con las células atra-
padas que se lavan para eliminar exceso de Cl

2
Ca con

agua estéril y se dejan secar una noche bajo flujo lami-
nar. El gel desecado ocupa pequeño volumen y se man-
tiene en frascos o bolsas en lugar fresco hasta su uso.

� Se puede colocar este preparado seco junto con la
semilla o previamente se disuelve en buffer fosfato,
pH 7,0 o buffer de citrato de sodio, igual pH.

La figura 2 muestra un sencillo dispositivo para preparar
inoculantes con bacterias, Frankia, en este caso, incluida
en la matriz de alginato de calcio. El peso seco de estas
bolitas fue de 1,2 a 1,9 mg. La figura 3 presenta el aspec-
to de este inoculante antes del secado al aire, con distin-
tas concentraciones de bacteria, coloreado con INT (iodo-
nitrofenil tetrazolio) que se reduce a INT-formazán rojo
por actividad bacteriana (Frioni, et al., 1994).

Figura 2-  Inoculantes a base de alginato
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Figura 3- Inoculante en alginato de calcio con Frankia a
diferentes concentraciones. La coloración roja del INT-
formazán permite evaluar la viabilidad de la bacteria

Inoculación simple
� seguir atentamente las instrucciones del inoculante co-

mercial a emplear, preparar el adhesivo y agregar el
volumen recomendado

� agregar el inoculante a base de turba u otro preparado
siguiendo las instrucciones y mezclar bien hasta elimi-
nación de los grumos

� agregar el inoculante y adhesivo a la semilla y mez-
clar hasta que toda la semilla quede uniformemen-
te recubierta por una capa negra de inoculante

� extender las semillas inoculadas fuera de la luz directa
del sol y dejar orear antes de su empleo

Pildorización (pelletización)
� preparar la solución adherente, por ejemplo: celofáx-A

50g/L de agua o solución de goma arábica al 40%, con
24 horas de antelación

� agregar el inoculante y mezclar bien para deshacer los
grumos

� agregar la solución adherente con el inoculante a las
semillas, mezclar bien hasta que toda la semilla quede
recubierta por el inoculante

� agregar de una vez el polvo de recubrimiento mezclan-
do suavemente hasta que toda la semilla quede recu-
bierta y separada

� extender la semilla inoculada al abrigo de la luz solar y
dejar orear antes de su empleo

Recomendaciones sobre cantidades de goma arábica e
inoculante a emplear en algunas leguminosas

                          semillas(g)    inoculante (g)  goma

arábiga(mL)

Arachis hypogea 100 10  4,0
Glycine max 100 10 3,0
Medicago sativa 50 0,2-5 4,0
Phaseolus vulgaris 100 8 2,5

Reconocimiento de rhizobios

Serología
Se han empleado las reacciones antígeno-anticuerpo:
� aglutinación: interviene la totalidad de la célula

� precipitación: sólo los antígenos solubles

Obtención de antisuero con alto título por inmuniza-
ción en conejos; se cultiva el rhizobio en medio EMA,
sólido o líquido (este último evita la excesiva acumula-
ción de polisacáridos extracelulares que acumulan mu-
chas cepas), se prepara una suspensión densa (108 cé-
lulas/mL) luego de repetidos lavados de las células en
solución fisiológica.

� Si se calienta previamente el antígeno 30 minutos a
100ºC se destruyen los antígenos flagelares (H): protei-
cos y se obtienen los somáticos (0): polisacáridos, pro-
teínas solas o con lípidos. En este caso sólo se pueden
efectuar las reacciones de aglutinación, pero si se de-
sea el conejo puede luego volver a ser inmunizado con
el cultivo entero y obtener un antisuero completo para
reacciones de precipitación.

� Título: última dilución en la que se observa aglutina-
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Se sabe que la materia orgánica más polimerizada, del
tipo de los ácidos húmicos, absorbe sobre todo en el ul-
travioleta (280nm), mientras que la menos polimerizada
(humus en vías de formación, materia orgánica fresca) lo
hace a longitudes de onda más larga. Se interpretan los
cocientes de extinción como índices del estado de poli-
merización de la materia orgánica.

� Extracción del C-orgánico con 0,1M NaOH + 0,1M
Na

4
P

2
0

7
 a 65º por 24 horas

� Centrifugar a 5.000g y filtrar el sobrenadante por filtro
millipore de 0,20µ (CTE=Ctotal extraído)

� La fracción tipo ácidos húmicos (AH) se separa de la
fracción tipo ácidos fúlvicos (AF) y la no humificada (NH)
por precipitación luego de acidificación de la solución
alcalina a pH menor de 2,0

� NH se separa de la AF por cromatografía en columna
de PVP (polivinilpirrolidona)

� AF se combianan con AH (fracción AH+ AF)

� El C-orgánico de cada fracción (CTE, NH, AH, AF) se
determina por oxidación con dicromato de potasio en
caliente (Walkey y Black)

1) Indice de humificación (IH) =       NH
                                                      AH + AF

2) Grado de humificación (GH%) =  AH + AF    X 100
                                                             CTE

Otro índice (Campitelli et al., 2005)
� 1 g de suelo +  50 mL NaOH 0,5N se agitan 2 horas en

agitatador eléctrico

� Dejar toda la noche en reposo

� Centrifugar 25 minutos a 3.000rpm

� Leer la absorbancia del sobrenadante a: 280nm, 472nm
y 664nm

� Calcular  relaciones:
Q 2/4 = Ab280/Ab472
Q 4/6 = Ab472/Ab664
Q 2/6 = Ab280/Ab66

Estas técnicas se combinan con datos termoanáliticos y
colorimétricos a los efectos de evaluar la maduración y
estabilidad de un compost (Dell´Abate et al., 1998) per-
mitiendo distinguir compuestos pobremente estabiliza-
dos de los más evolucionados. Se correlacionan, ade-
más con el índice de humificación (IH) y el grado de hu-
mificación (GH).
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ción. Los sueros se conservan congelados, con el agre-
gado de algún antiséptico, en pequeños volúmenes,
que facilitan su empleo. La determinación del título
puede efectuarse en tubos chicos de hemólisis o en
bandejas:

� diluir el antisuero (0,08 mL, con pipeta especial) en
un primer tubo con 2 mL sol. fisiológica (NaCl
0,85%), dilución 1/50; llevar 1 mL a un segundo tubo
con 1 mL de sol. fisiológica y así sucesivamente
(cada uno de los tubos diluye a la mitad) tirar el úl-
timo mililitro

� agregar a cada tubo 1 mL de suspensión concentrada
de antígeno (109/mL), agitar suavemente. Tubos con-
trol: solución fisiológica (ClNa 0.09%) y antígeno (sin
suero) no debe presentar aglutinación

� lectura: rápida: poner los soportes en baño María a
52ºC y leer en 1-2 horas las reacciones flagelares y en
4 h las somáticas. Lenta: a 37ºC los tiempos se extien-
den 4 horas y toda la noche, respectivamente. Leer en
iluminación indirecta contra fondo oscuro. Reacción fla-
gelar: agregados grandes, floculentos, que decantan en
forma lenta y que, si van acompañados de reacción
somática, dejan una marcada turbidez en el líquido so-
brenadante

Reacción somática: comienza con la aparición de granu-
laciones finas y pueden dar lugar a depósito compacto de
sobrenadante transparente.

� Aglutinación con nódulos triturados: resulta útil cuan-
do se desea identificar a las cepas que dieron origen a un
gran número de nódulos. Se trabaja con el contenido no-
dular, sin efectuar el aislamiento. Los nódulos lavados se
maceran uno por uno en 1-2 mL de sol. fisiológica; se
calienta a 100ºC unos minutos y se pipetea unas gotas
dentro de pequeños tubos o en bandejas de plástico con
cavidades individuales (tipo para ELISA). Se agregan unas
gotas de los antisueros de las cepas que se desean iden-
tificar, se cubre con un vidrio la bandeja para evitar eva-
poración y se observa la aglutinación a la media hora.

� Test de precipitación: ha llegado a ser muy específico
gracias a la técnica de inmunodifusión en gel: se efec-

túan varias cavidades en agar-agua muy puro solidifi-
cado en caja de Petri o sobre un portaobjeto.

ELISA, método indirecto muy sensible que emplea IgG-
anticonejo conjugado con fosfatasa alcalina y el sustrato
p-nitrofenil fosfato. La enzima libre se lee a 405 nm luego
de 30 minutos a temperatura ambiente, con la solución
del sustrato como blanco.

Inmunofluorescencia: se emplean mucho en estudios
ecológicos: se combina el anticuerpo con una sustan-
cia que fluoresce en UV, como isocianato de fluores-
ceína o naranja de acridina que al reaccionar con el
antígeno específico produce una fluorescencia que se
visualiza en el microscopio equipado con luz fluores-
cente

Empleo de cepas marcadas por resistencia a
antibióticos

Desarrollo de resistencia a antibióticos
(Lassagno y Frioni, 1988)
� conocer la resistencia natural de las cepas a emplearse

en la inoculación de leguminosas

� seleccionar mutantes en cajas con medio EMA con y sin
antibiótico (dosis creciente), por ejemplo con estrepto-
micina y espectinomicina

� transferir colonias de cepas resistentes a medio EMA
líquido y a agar inclinado

� sembrar cepas en caldo con resistencias a estreptomi-
cina a cajas con espectinomicina (y viceversa)

� transferir mutantes dobles a EMA sólido, confirmar re-
sistencia a ambos antibióticos sembrando en cajas con
los dos antibióticos

� confirmar la eficiencia simbiótica de las mutantes

� las cepas seleccionadas se siembran (0,1 mL) en cajas:
sin antibióticos; con estreptomicina y con espectinomi-
cina para conocer la respuesta a concentraciones de
antibióticos
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� Los pH superiores a 7,6, son característicos de com-

post bioestabilizado, en proceso de humificación.

6. Test de nitrógeno mineral

Para indicar la presencia de amonio o de nitrato en el com-

post, que caracterizan fases en el compostaje: una mues-
tra de compost se humedece con agua destilada y se pre-
siona sobre un papel de filtro. El papel de filtro con la so-
lución del compost se divide en dos partes para analizar
amonio y nitratos:

a. Test para amonio: en una de las mitades del disco de
papel de filtro se colocan gotas de reactivo de Nessler:
si el reactivo toma color pardo, indica presencia de amo-
nio, lo que significa que el compost no está maduro, si
no cambia de color, no hay amonio, y se procede al test

siguiente:

b. Test  para nitrito y nitrato: en la otra mitad del disco
de papel, agregar gotas de  α naftilamina (0,1g en 250
mL de ácido acético al 20%) y gotas de ácido sulfanílico
(1,5 g en 250 ml de ácido acético al 20%) (reactivo de
Gries): si aparece color rojo es porque hay nitrito, si no
se colorea, se agrega una pequeña cantidad de polvo
reductor (Zn en polvo); si hay nitratos, serán reducidos
a nitritos que dan color rojo, en un corto intervalo.

Un compost bien maduro presenta nitratos en abundan-
cia y apenas trazas de amonio; un compost semimaduro
tiene amonio y no hay nitratos.

Si la muestra presenta amonio y nitratos, es porque se
trata de una mezcla de abonos con distinto tiempo de
preparación, o que se han agregado fertilizantes minera-
les. Con trazas de nitrato o amonio, el compost se en-
cuentra en fase intermedia de fermentación, en la cual
casi todo en nitrógeno está en forma de proteína (nitróge-
no orgánico).

7. Test para almidón

Tres tipos de  carbohidratos son encontrados en el com-

post: azúcares, almidón y celulosa. Los azúcares son
los primeros componentes en ser metabolizados, gene-
ralmente en una semana; el almidón en la cuarta a quin-
ta semana ya está en la fase máxima de descomposi-
ción y el compost está bioestabilizado, con olor más to-

lerable y con apariencia modificada; el pH debe ser al-
calino y la celulosa estará presente. Se toma 1 g de com-

post en un vaso de 100 ml se moja con algunas gotas de
etanol si el compost estuviera seco y se agrega 20 mL
de ácido perclórico al 36%. Se agita 5 minutos y se filtra.
Se agrega 2 mL de solución de iodo al filtrado y se
agita. Se colocan algunas gotas en una placa de vidrio y
se examina la coloración y la cantidad de precipitado
formado.

� Coloración amarilla y poco precipitado, significa com-
post maduro.

� Coloración azul intenso y fuerte precipitado, com-

post pobre y no maduro.

La secuencia de  coloración para el proceso de compos-
taje es la siguiente: azul oscuro, azul claro, ceniza, verde
y amarillo. La coloración roja se encontrará en composts

parcialmente degradados.

Técnicas cuantitativas de evaluación de la bio-
madurez
Evaluación de sustancias tipo humus- “Indices de

humificación”

Son numerosas las correlaciones entre parámetros físi-
cos y químicos con los biológicos. Entre los primeros, el
nivel y la calidad de la materia orgánica de los compost

han recibido mucha atención y son empleados numero-
sos índices que relacionan el grado de madurez de la frac-
ción orgánica.

Se extrae la materia orgánica y se determinan distintos
índices que reflejan el grado de madurez de los compost

(Kalbitz  y Geyer, 2001).  La técnica de Mondini et al. (2003)
determina dos índices evaluando el C-orgánico de distin-
tas fracciones.

No corresponde hablar de sustancias húmicas en los com-

post por el período de tiempo requerido para su síntesis,
de cientos a miles de años en los suelos, pero los autores
analizan el grado de madurez de la materia orgánica de
los compost y para ello, como en los estudios del humus,
extraen la materia orgánica estabilizada “tipo humus” con
solución alcalina y evalúan la absorbancia  a distintas lon-
gitudes de onda.
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� dividir cada caja en 4 secciones con una fibra, colocar
discos con distinta concentración del antibiótico en el
centro de cada sección (4 discos/placa); incubar 26-
28ºC y observar halos de sensibilidad; se esperan más
de 30 colonias resistentes con una velocidad de mu-
tación de 1.105 (en muchas cepas esta velocidad llega
a 1.107

� seleccionar por resistencia a ambos antibióticos

Identificación de las cepas en los nódulos
� preparar cajas de medio EMA (por triplicado) con:

estreptomicina 40 µg/mL; espectinomicina, 250 µg/
mL y sin antibiótico. Los antibióticos se agregan de
solución madre: estreptomicina =  4 mg/mL y es-
pectinomicina 250 mg/mL, esterilizadas por filtra-
ción con milipore de 0,20 micras y mantenidas en
heladera

� dividir las cajas en unos 20 cuadrados, numerarlos y
seguir el modelo

� cada nódulo se separa, se desinfecta y se siembra en
un cuadrado

� Otro método: separar la raíz con nódulos, colocarla
sobre un papel de filtro en caja de Petri estéril, darle un
número a cada posición nodular, sacar los nódulos con
un bisturí, siguiendo un orden, y sembrar. Se puede así
describir que nódulos fueron los formados por la cepa
introducida marcada, la localización y distribución de
ellos en el sistema radical

� incubar a 28ºC y efectuar observaciones diarias, al-
gún contaminante puede ser resistente a los niveles
de antibióticos empleados (cuidar el paso de la desin-
fección)

� leer por crecimiento en las 3 cajas

� Informar: nódulos con cepas resistentes a cada anti-
biótico y a ambos

Recuento de Rhizobios

1. Recuento total en cámara: en cámara cuenta-gló-

bulos se aplica a cultivos en fase exponenecial de cre-
cimiento, contenidos nodulares, caldos, en el laborato-
rio o en la fábrica de inoculante, antes de impregnar la
turba, donde se postula que todas las células están via-
bles. Puede evaluarse también la turbidez (densidad
óptica a 600 nm) frente a escala patrón confeccionada
por recuento de viables en caja.

2. Recuento de viables en medio sólido: procedimiento
habitual a partir de diluciones seriadas de la muestra,
por siembra en superficie(0,2mL) o en inclusión (1 mL)
en medio EMA. Lectura en cajas con entre 30 y 300
colonias. Se emplea con cultivos puros, con inoculan-
tes a base de turba estéril y también con turba no es-
téril, ya que los contaminantes pueden ser del orden
de 106/g y el rhizobio debe superar 108/g. En las últi-
mas diluciones predominan las colonias típicas de esta
bacteria y pueden contarse.

3. Recuento de viables en plantas: emplea la capaci-
dad de cada cepa de rhizobio para nodular con una le-
guminosa y presume que una sola célula agregada a la
planta test puede originar una población que nodule a
las leguminosa específica.

� sembrar semillas germinadas estérilmente en tubos con
agar-Jensen para las leguminosas de grano pequeño

� a los 7 días inocular 2 tubos con 0,2 mL de cada una de
las suspensión-dilución de: suelo, inoculante, etcétera

� evaluar la nodulación; las plántulas que no recibieron
rhizobio se marchitan y mueren

� tomar en cuenta el número de tubos positivos (con nó-
dulos) en 4 diluciones con tubos positivos y negativos

� leer la tabla de Fisher y Yates en NMP en la alícuota
(0,2 mL) de la primera dilución de la izquierda; expersar
los resultados por g de suelo o de turba.
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� Se extraen las raíces colonizadas, se las secciona en
segmentos de 1 cm: el inoculante está constituido por
fragmentos de raíces colonizadas y esporas homoge-
neizadas con la mezcla suelo-arena. Se mantienen a
un 50 % de la capacidad de campo y a bajas tempera-
turas hasta su empleo en inoculaciones experimenta-
les en vivero. Aun no se logró propagar esta técnica a
nivel de campo.

Control de maduración en los compost
(Dell´Abate et al., 1998; Mathur et al., 1993; Mondini et

al., 2003; Mustin, 1987)

Técnicas clásicas
1. Alteración de las características

� Reducción del volumen: la masa final de la pila debe
ser por lo menos 1/3 de la del material original.

� Coloración o aspecto: el color inicial es ceniciento y
sin brillo; con el correr del proceso la masa se va tornan-
do más oscura y brillante cuando húmeda (como el hu-
mus). Debido a la acentuada descomposición, la mayor
parte de la materia prima original no se reconoce, que-
dando una masa moldeable cuando se humedece.

� El olor característico de ciertas materias primas se va
perdiendo con el compostaje que pasa a tener olor a
tierra mojada, tolerable a agradable.

� La humedad se reduce, los que se aprecia al apretar el
material con la mano: pasa de una consistencia mojada
a húmeda en el inicio a casi seca cuando madura.

2. Test de maduración

Se introduce una vara de madera en la pila de compost

durante todo el proceso. Al removerla se verifica:

� fría y mojada: no hay degradación, probablemente por
exceso de agua en la masa

� levemente tibia y seca, con filamentos de micelio de
hongos: la pila necesita más agua

� caliente, húmeda y manchada de pardo oscuro: las
condiciones de compostaje son correctas

� libre de «barro negro», con olor a moho, el compost

está pronto para ser usado

3. Test de temperatura

Con un termómetro se puede acompañar el proceso de
compostaje, midiendo la temperatura entre 40 y 60 cm de
profundidad.

4. Test de coloides

En el compostaje la materia orgánica se va fraccionando,
pasando de materiales groseros al estado coloidal, con
partículas que no sedimentan cuando se hace una sus-
pensión del material con solución de sulfato de amonio.
Otra prueba muy sencilla: se toma una muestra del com-

post en la palma de la mano y se agrega agua suficiente
para formar una pasta, que debe ser trabajada con la punta
de los dedos, amasándola. Separando las manos se pue-
de observar:

� Compost  crudo: las palmas de las manos estarán prác-
ticamente limpias porque el material se desprendió en
partículas sueltas.

� Compost  semimaduro: pequeña parte de la mues-
tra permanecerá en las manos, coloreándolas de
marrón.

� Compost  maduro: las palmas de las manos se mos-
trarán como se estuviesen recubiertas por una grasa
negra. Lavándolas, el agua tomará una coloración ne-
gra, como el humus, cosa que no ocurrirá con el com-
post semimaduro.

5. Test del pH

Midiendo el pH durante el compostaje, se puede saber
como se desarrolla la descomposición, principalmente si
los datos se asocian a otros tests.

� Si el material es ácido, con pH inferior a 6,0 el compost

puede ser considerado crudo, en fase inicial de degra-
dación.

� Si es neutro a levemente alcalino (6,0-7,6) el compost

se encuentra en la fase de bioestabilización, o sea, se-
mimaduro.
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Determinación del número más probablemente (NMP)

por el método de dilución en planta

Nº unidades positivas en: NMP en la alícuota en:
4 diluciones en ensayos  de la menor dilución

Duplicado Cuadruplicado
8 16

15 >700
7 14 690

13 340
6 12 180

11 100
5 10 59

9 31
4 8 17

7 10
3 6 5.8

5 3.1
2 4 1.7

3 1.0
1 2 0.58
0 1 <0.5

0

NMP/g turba o suelo = (m x d) / (v x g)
m= NMP  de la tabla
v= volumen de la alícuota
d= menor dilución de la serie
g = peso seco de la turba en la dilución inicial
Límite de confianza aprox. al 5%: duplicado = 6 cuadruplicado = 3.5
Efectuar varias repeticiones de cada recuento

� Para leguminosas de semilla grande deben emplear-
se los dispositivos de Leonard o modificaciones que
permiten el desarrollo de las plántulas, que ocupan
mucho espacio y son trabajosas de preparar, esterili-
zar, etcétera

� NMP de rhizobios usando bolsas de plástico para el
desarrollo de la leguminosa: bolsas de plástico con un
papel de filtro en su interior permite el desarrollo de la
raíz y la impregnación con solución mineral. Las semi-
llas pregerminadas se colocan en repliegue superior del
papel de filtro (2 semillas para soja y unas 15 para alfal-
fa) y se inocularon con alícuota de las suspensiones-

diluciones de suelo y/o inoculante, a razón de 5 bolsas/
dilución. Las bolsas llevan solución mineral para plán-
tulas

� las bolsas se colocan paradas entre soportes metálicos.
Se intercalan controles (sin inocular) para observar po-
sibles contaminaciones

� se observa nodulación, se consideran negativas si no
los presentan en 2 semanas para alfalfa y 3 para soja

� NMP con la tabla de Cochran que reproducimos en
parte

NMP para usar con diluciones decimales y 5 tu-
bos por dilución

MNP para los valores de p3

p1 p2 0 1 2 3 4 5

5 0 0.23 0.31 0.43 0.58 0.76 0.95
5 1 0.33 0.46 0.64 0.84 1.1 1.3
5 2 0.49 0.70 0.95 1.2 1.5 1.8
5 3 0.79 1.1 1.4 1.8 2.1 2.5
5  4 1.3 1.7 2.2 2.8 3.5 4.3
5 5 2.4 3.5 5.4 9.2 16 -

Cálculos
p1 es el Nº bolsas positivas en la dilución menos concen-
trada en donde todas las unidades son positivas, o donde
se encuentra el mayor Nº de tubos o bolsas positivos, p2
y p3 son los Nº de unidades positivas en las 2 siguientes
diluciones. Leer en la tabla el valor correspondiente a p3:
NMP en la alícuota de la segunda dilución.

Ejemplo:

10-5 10-6 10-7 10-8 10-9

positivos:  5  5  3  1  0

p1= 5; p2 = 3 y p3 = 1

NMP = 1,1 en inóculo de 10-6     Nº de rhizobios/g = 1,1 x 106
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� hervir las raíces en solución de azul de tripán (0,05% en
vinagre 5%) durante 3 minutos

� enjuar varias veces en agua correinte

� observar estructuras fúngicas (vesículas, arbúsculos,
esporas, hifas)

� si las raíces se cortaron en fragmentos de 1cm se pue-
de calcular la longitud de raíz colonizada por alguna es-
tructura de los hongos endomicorrícicos y/o calcular el
% de segmentos colonizados

Extracción y cuantificación de propágulos de
hongos arbusculares
Tamizado húmedo y decantación

� Una muestra de 50 g de suelo rizosférico se suspende
en unos 2 litros de agua, se agita y se deja reposar
durante unos segundos para que sedimenten las partí-
culas de suelo

� Se decanta a través de una cadena de tamices de 500,
250, 125 y 53 µm, las partículas de suelo quedan rete-
nidas en los primeros tamices

� Se recoge el sedimento retenido en cada uno de los
tamices

� Se puede añadir un agente antiespumante (Tween 80
0,1-0,5%) para evitar la formación de espuma, en sue-
los arcillosos se puede emplear pirofosfato de sodio 0,1
M para precipitar las partículas.

En el tamiz de 500 micras quedan los trozos de raíz, en el
de 250 los esporocarpos y esporas grandes, en el de 125
µm la mayoría de las esporas y en el de 53 µm las espo-
ras pequeñas.

� Se recoge el sedimento retenido en el tamiz más peque-
ño y se coloca en tubos de centrífuga (unos 25 mL de
sedimento con 55 ml de agua), se centrifuga 3 minutos a
895g, se tira el sobrenadante y se añade una solución

de sacarosa a 480g/l y se centriguga 15 segundos a 895g

� Se pasa el sobrenadante por el tamiz de 53µm, lavando
con agua para eliminar la sacarosa. Se observan a la

lupa y se agrupan por morfología con ayuda de varilla
de vidro húmeda y las claves disponibles.  Se conser-
van hasta su empleo en frascos con agua estéril en el
refrigerador (figura 8).

Figura 8- Selección y propagación de esporas de hongos
endomicorrícicos en plantas trampa

Inoculantes
Una de las mayores dificultades en la aplicación práctica
de inoculantes con estos cultivos es la imposibilidad del
hongo para propagarse en medio de cultivo. Luego de tra-
bajoso aislamiento de esporas a partir del suelo por técni-
cas de tamizado húmedo y flotación, se caracterizan las
mismas según claves apropiadas (morfología, color, tipos
de paredes). Cada tipo de espora se propaga en las llama-
das «plantas trampas», especies como sorgo, cebolla.

Técnica: el inóculo se coloca 2-3 cm más abajo donde se
colocarán las semillas en macetas con mezcla de suelo y
arena (1:2 v/v) con pH ligeramente ácido. A los 3-4 meses
en invernáculo se observa la colonización endomicorrítica
y el aumento del número de esporas en el suelo (figura 8)

 
➤
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Nota: Algunos países emplean un método sencillo de eva-
luar la calidad de inoculantes en turba no estéril: se inocu-
lan unas 50 semillas con una alícuota de inoculante cal-
culada según las indicaciones de la bolsa; se siembran
éstas en jarras de Leonard (unas 3-4 por cada inoculante)
colocando testigos sin inocular. A las 2-3 semanas se ob-
serva nodulación: por lo menos 2 nódulos/planta. Si no se
forman estos nódulos, su calidad es inferior, o no posee el
inóculo específico.

Simbiosis Frankia-no leguminosa
(Frioni et al., 1991, 1994; Stowers et al., 1987)

Medios de cultivo empleados

QMOD

g/L sol.final mLsol.madre Nº sol.madre

Extracto de levadura 0.5

Bacto peptona 5

Glucosa 10

MgSO
4
 2H

2
O 0.2 20 2

KCl 0.2 10 4

Lecitina 5 mg 1 7

FeNa Edta 0.02 M 1 9

Sol. Oligoelementos =
a la  de BAP 1 10

tampón K
2
HPO

4
0.3 g 10 17

NaH
2
PO

4
0.26 g

BAP

conc.final g/L ml sol.madre Nº sol.

MgSO4 2H
2
O 0.2 mM 0.05 5 2

CaCl
2  2H

2
O 0.07 mM 0.01 10 3

NH4Cl 5.0 mM 0.267 5 5

Propionato de Na 5 mM 0.48 5 6

FeNa EDTA 0.02 mM 0.1 1 9

Sol. Oligoelementos 1 10

vit BAP 1 12

tampón
KH

2
PO

4
/K

2
HPO

4
10 mM 10 15

Sol. Oligoelementos (g/L) vitaminas del BAP mg/L

H3BO3 2.86 HCl-tiamina 10
MnCl2 1.81 ac. nicotínico 50
ZnSO4 0.22 HCl-piridoxina 50
CuSO4 0.08 biotina 22.5
Na2MoO4 H2O 0.025 ác. fólico 10

pantotenato Ca 10
riboflavina 10

agar: 12-15 g/L.sol.final C activo: 0.15 g/L

Soluciones madre

1) KH
2
PO

4
100 g/L

2) MgSO
4
7H

2
0    10  g/L

3) CaCl
2  2H

2
O     1  g/L

4) KCl 20  g/L

5) NH
4
Cl 53,5 g/L

6) propionato de Na 96,1  g/L

7) lecitina       0,5 g/100 mL: disolver 500 mg lecitina de
soja en 50 ml alcohol absoluto, agregar 50 mL agua
destilada

8) CoCl
2                        0,1 g/100 mL

9) FeNa EDTA      0,734/100 mL

10) sol.oligoelementos (son los del BAP)

11) vitaminas base: en 100 ml: tiamina 1 mg (pesar 10 g +
10 mL agua y tomar 1 mL), ác. nicotínico 5 mg y
piridoxina 5 mg

12) vitaminas del BAP a 100 mL de la sol. (11) agregar:
1 ml sol. biotina (4,5 mg en 2 mL agua)
1 ml sol. ác. fólico (5 mg en 2 mL agua)
1 ml sol. pantotenato de Ca (5 mg en 5 mL agua)
1 ml sol. riboflavina (5 mg en 5 mL agua)
Filtrar por filtro bacteriológico y guardar en helade-
ra por poco tiempo

13) K
2
HPO

4    1M 136,09 g/L

14) K
2
HPO

4    1M 174,18 g/L

15) sol. tampón BAP: KH
2
P04- K

2
HPO

4   pH 6,7: mezclar
aprox. 560 m sol. (13) y 320 mL sol. (14) Luego

Lillian Frioni456

Figura 6- Inoculante con hongo ectomicorrícicos con granos

Endomicorrizas
Observación (figura 7)

Figura 7- Observación de endomicorrizas arbusculares con
lupa y microscopio (luego de tratamiento de las raíces)

Materiales

segmentos de raíces finas de 1 cm
KOH al 10 %
H

2
O

2
(10 vol)

azul de tripán 0,05 % en lactofenol
lactofenol

Técnica

� Transferir segmentos de raíz a frasco con tapa rosca de
unos 15 mL, cubrir con sol. KOH al 10 %, tapar y calen-
tar a 90ºC 1-2 h o a temperatura ambiente por 1 día (en
raíces muy oscuras puede tratarse en autoclave 13-20
minutos)

� Eliminar la KOH y sumergir las raíces en H
2
O

2
 10 vol. 15

minutos

� Lavar con agua corriente y comprobar con HCl 0,1 N si
la decoloración es correcta

� Transferir la masa de segmentos de raíz con ayuda de
espátula a frasco, agregar un volumen de azul de tripán
al 0,05 % en lactofenol igual al volumen de raíz durante
5 minutos

� Eliminar el colorante y adicionar lactofenol, donde pue-
den dejarse las raíces por mucho tiempo

� Montar entre porta y cubreobjeto un  trozo de raíz colo-
reada, aplastarlo ligeramente para separar los tejidos

� observar a la lupa o al microscopio (10x, 40x) la presen-
cia de arbúsculos, vesículas, esporas y sus relaciones
con las células

Esta técnica clásica descripta por Philips y Hayman en 1970
ha sido simplificada obteniéndose buenos resultados:

� lavar las raíces con agua corriente para eliminar restos
de suelo

� hervir las raíces en solución de KOH al 10% durante 3
minutos, en Baño María

� enjuar varias veces con agua corriente
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ajustar a pH 6,7 con ambas soluciones, con ayuda
de pH-metro.

16) Tampón QMOD K
2
HPO

4    30 g y NaH
2
PO

4      20 g en 1 litro

17) Tampón QMOD puede hacerse con sols. (14) y (16),
llegando a pH 6,7 con ayuda de ambas.

Aislamiento

Directamente de nódulos
Resulta bastante difícil por la presencia de numerosos
contaminantes que se desarrollan en los medios de culti-
vo empleados. Conviene partir de nódulos frescos. Nu-
merosos desinfectantes superficiales, se han empleado:
hipoclorito de Na o de Ca, Cl

2
Hg, H

2
O

2 
OsO

4
, glutaraldehi-

do.  Procedimientos empleados hasta el presente en el
aislamiento de Frankia:

centrifugación de nódulos macerados en gradiente de
sacarosa, incubación selectiva de trozos de nódulos des-
infectados en medios ricos, como el QMOD por 6 sema-
nas; los tubos o cajas con turbidez se descartan por los
contaminantes

filtración de macerados de nódulos por 52 y 20 micras,
los restos nodulares quedan arriba y vesículas u otras
estructuras en el de 20 micras; dilución seriada y siembra
en medios apropiados (pero se requiere alta relación de
inóculo para iniciar el desarrollo de Frankia)

microdisección, uno de los procedimientos más usados

� lavado de nódulos en agua de canilla, en tamiz

� en caja de Petri con agua, elegir con lupa los lóbulos
claros, turgentes

� con ayuda de agujas pelar la corteza y separar peque-
ñas raíces

� pasar a erlenmeyer estéril tapado y esterilizar superfi-
cialmente con sol. al 3% de OsO4, 3' (bajo campana,
gases tóxicos). La corteza se ennegrece. Si no se dis-
pone del óxido de osmio, ensayar con hipoclorito de Ca
(1,5% P/V); de Na (1% P/V de Cl activo =  agua de

lavandina al 20%), Cl2Hg,1% acidificado, como para
nódulos de leguminosas

� lavar varias veces con agua destilada estéril

� cada lóbulo se fragmenta asépticamente con ayuda de
bisturí en fragmentos de aprox. 50-200 micras, que se
lavan sobre tamiz de gasa con agua estéril (eliminar
taninos y polifenoles tóxicos)

� siembra depositando los trocitos en superficie de medio
sólido en medio BAP con o sin C activo o medio más
rico QMOD

� puede agregarse una segunda capa en sobrefusión so-
bre los trozos que facilita la observación posterior al mi-
croscopio.

� cerrar las cajas con Parafilm, incubar por 4 semanas a
29ºC

� observar ausencia de contaminantes y colonias típi-
cas de Frankia pequeñas, de unos 0,5 mm de diáme-
tro al mes, se aprecian a la lupa: hifas finas creciendo
radialmente, algunas cepas forman esporangios y ve-
sículas (éstas sobre todo en medio sin N), y otras pig-
mentos rojos. Inicialmente difusas, luego más densas.
El C activo facilita el pasaje del estado endofítico al
saprofítico

Nota: conviene trabajar con nódulos frescos, de otra ma-
nera regenerarlos en plántulas hospedantes creciendo en
distintos dispositivos: tubos con sol. hidropónica o con
medio agarizado, en arena-vermiculita, perlita (en vasos
o macetas). El aislamiento es como precedentemente.

Ejemplo de solución mineral: Crone

KCl 0,75 g/L
MgSO

4
7H

2
O 0,5 0 g/L

KH
2
PO

4
0,1  g/L

* CaSO
4  
2H

2
O 10 ml/L

* Ca
3
(PO

4
)2 10 ml/L

** oligoelementos 1  ml/L
*** citrato férrico 1  ml/L
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Figura 4- Aislamiento de hongos ectomicorrícicos

� Existen numerosos medios, citaremos el de Melin-Nor-
krans, modificado

CaCl
2

0,05 g

NaCl 0,025 g

KH
2
PO

4
0,5 g

(NH
4
)2HPO

4
0,2  g

MgSO
4 
7H

2
O 0,15 g

sol (1g citrato férrico, 0,64 g

ác.cítrico, 100 ml agua) 1 mL

HCl-tiamina 100 mg

extracto de malta 3 g

sacarosa 10 g

agar 20 g

agua destilada 1 litro

Inoculación de plantines en viveros
� Suelo y mantillo de montes establecidos

� Carpóforos picados o licuados, seleccionados en en
vecindad de árboles: se seleccionana los hongos que
dominan en el predio forestal bien establecido luego de
picados o licuados se aplican a los plantines. Las espo-
ras pierden viabilidad rápidamente, por lo que deben
ser empleadas a la brevedad (figura 5).

� A partir de micelio de hongos seleccionados, cultivados
en el laboratorio e incluídos en soportes sólidos: turba-
vermiculita, frascos con granos de cebada,  centeno, maíz,
con medio para hongos (figura 6). El micelio se desarro-
lla bien rodeando a los granos que liberan sustancias pro-
motoras del crecimiento de los hongos. Se inoculan es-
tos granos en las macetas o tubetes junto a la semilla de
pino, eucalipto, etc. otros soportes empleados son: tur-
ba, vermiculita/turba, inoculante en alginato de calcio.

Figura 5- Inoculación de plantines forestales con carpóforos
picados

70% etanol

Esterilización
pinza

Trozos en
tubos

Tomar hifas
internas

Colección

Incubar

Purificación

Confirmar pureza
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� preparar solución de la sal señalada 10 g/L, agitar 10',
dejar reposar 1 hora y luego tomar el volumen necesa-
rio del sobrenadante

** Oligoelementos  (g/L)

H
3
BO

3
1,5

MnSO
4  4H

2
O 0,7

ZnSO
4
 7H

2
O 0,6

CuSO
4  
5H

2
O 0,1

(NH
4
) 2MoO

4
  H

2
O 0,2

CoSO
4  

 7H
2
O  0,01

*** citrato férrico: cloruro férrico 10
                            ácido cítrico 10

Inoculación de plántulas

Inóculo
� se puede partir de cultivos de Frankia creciendo entre 2 y

3 semanas en medio líquido, (evaluación de la biomasa
por reducción de INT, turbidez luego de sonicación, pro-
teínas totales, que se centrifugan y se lavan con agua
destilada estéril (2.000 rpm, 15'). Se descarta el sobrena-
dante y el pellet se transfiere a frascos de suero con 15
mL de agua estéril y se disgrega en agitador magnético o
bien por pasajes sucesivos por agujas hipodérmicas

� si se dispone de gran cantidad de inóculo, la inoculación
puede efectuarse mezclando 5 mL de inóculo en la parte
superior del suelo antes de la siembra. De otra forma, es
se sumergen las raíces un tiempo en el cultivo.

Mineralización del nitrógeno

Amonificación
Recuentos en medio líquidos

Existen muchos medios y condiciones de cultivo, se usa
mucha la asparagina, o la urea, como fuente de C y N:

Medio

sol.salina 50 mL
asparagina   0,2g
agua destilada 950 mL

� inocular 3 0 5 tubos con 1 mL de cada suspensión-dilu-
ción del suelo (10-3 en adelante)

� incubar a 28ºC por 7 días

� lectura: colocar aproximadamente 1 mL de cada tubo a
un tubo vacío de hemólisis, agregar 2 gotas de reactivo
de Nessler (puede realizarse la lectura en vidrio de reloj
o piedra de toque). Positivo: enturbamiento amarillo-
anaranjado. Cálculo del NMP con tabla de Mc Crady

Reactivo de Nessler

solución A: I
2
Hg  50  g

IK             36,5 g

Triturar en mortero, agregando de a poco 100 mL agua

solución B: KOH 150g
Agua dest. 1 litro

En el momento de usar, mezclar partes iguales de A y B.

� actividad potencial: en el suelo mismo, pero en el la-
boratorio

� actividad real (en el campo). El suelo se mezcla con la
sustancia orgánica nitrogenada que se va a estudiar
(urea, proteina, harinas de cereales, etc.) a la humedad
deseada en recipiente herméticamente cerrado, como
el usado para la evaluación del CO

2
: en el vaso interior

se recoge al amonio liberado con sol. 0,2 N de H
2
SO

4

que se valora con NaOH de la misma normalidad. Se
pueden construir curvas acumulativas de amonio, en el
tiempo.

Mineralización del nitrógeno (amonificación) in-situ

Una de las técnicas consiste en incubar el suelo con agua,
formando un barro que asegura la anaerobiosis, en fras-
cos cerrados. La ventaja de este dispositivo es que no es
necesario determinar ni mantener el nivel adecuado de
humedad que exigen los procesos aerobios. Se evita la
formación de nitritos y nitratos, pero no la pérdida de an-
hidridos nitrogenados volátiles.

El N-NH4+ se valora luego de 10 días de incubación a
37ºC (ver Análisis Físicos y Químicos)
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� Sembrar 1 mL en cada tubo (3 o 5 tubos/dilución) de 10-1

a 10-4

� Incubar a 28ºC y a las 3 semanas observar los tubos sin
agitar, transferir 1 o 2 mL a tubo vacío y agregar: 2 go-
tas HCl concentrado y 5 gotas sol. acuosa BaCl

2
 al 5 %;

la presencia de sulfatos se manifiesta por aparición de
precipitado blanco (comparar con testigo). Determi-
nar el NMP como de costumbre.

Ciclo biológico del fósforo

Microorganismos que mineralizan el P-orgánico
� Sembrar por agotamiento una suspensión de suelo en

agua sobre superficie sólida de medio:

extracto de levadura 2  g

glucosa 20  g

agar 15  g

fitina al 2 % 110  mL

agua 1 litro

pH 7,0

� Observar colonias rodeadas de halo transparente. Pue-
den emplearse otros sustratos: glicerofosfato de calcio,
lecitina, etcétera

Solubilizadores de fósforo
Medio

extracto de levadura 2  g

glucosa 20  g

agar 15  g

agua 1 litro

fuente de fosfato insoluble* 2 g

actidiona al 1% 6 mL

pH 7,0

� La fuente de fosfato insoluble puede ser: fosfato tricálci-
co, hidroxiapatita, fosfato de roca, etcétera.

� Siembra: para recuento por siembra en inclusión se co-
locan 0,5 o 1 mL de las suspensiones-diluciones del sue-

lo (10-1-10-4) por caja, con 3 repeticiones, se agrega el
medio en sobrefusión y se incuba a 28ºC por 3 semanas

� Lectura: se observan las colonias con playas de solubi-
lización de fósforo insoluble

Técnica ecológica de Winogradsky

En suelos deficientes en P soluble pone en evidencia la
acción de los microorganismos solubilizadores por la técni-
ca de la tierra empastada: se mezcla suelo con una fuente
de C y energía (1% de almidón) y agua hasta formar una
pasta sobre la que se colocan distintas fuentes de fosfatos
insolubles. La solubilización permite el desarrollo de un or-
ganismo exigente como el Azotobacter, cuyas colonias típi-
cas aparecen alrededor de las partículas de fosfatos

Asociaciones micorríticas
(Brundett et al., 1996 ; González y Barrios, 1983 ; Honru-
bia et al., 1992, y 1994 ; Philips y Hayman, 1970; Schenk
y Perez, 1988; Sieverding, 1991)

Ectomicorrizas
� Observar macroscópicamente raíces de pinos: se apre-

cian raíces engrosadas, manto fúngico, muchas veces
coloreado. Efectuar cortes a mano de las bifurcaciones
dicotómicas con ayuda de bisturí y observar al micros-
copio entre porta y cubreobjeto.

� Describir hifas externas, intercelulares (red de Hartig)

Aislamiento de hongos ectomicorrícicos (figura 4)
� A partir de carpóforos: se abre cuidadosamente el som-

brero y el pie del hongo y se toman fragmentos de mi-
celio con aguja o bisturí estéril (alcohol y llama), que se
siembran en medio sólido. Puede partirse de esporas
que se recogen en caja de Petri sobre papel de filtro
estéril, colocando el sombrero adherido a la tapa de la
caja (se forma imagen en el papel)

� A partir de micorrizas: se lavan con agua corriente du-
rante una hora, se lavan varias veces con agua destila-
da, se desinfectan con H

2
O

2
 110 vol. durante tiempo a

determinar (segundos a minutos), lavar con agua estéril
y depositar sobre medio sólido estéril. Incubar a 23ºC
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Coeficiente de mineralización N-orgánico=

N-NH
4
+ final- N-NH

4
+ inicial

                             N-orgánico

Nitrificación

Recuentos en medio líquido
nitritantes: sol.salina estándar 50  mL

(NH
4
)

2
 SO

4
0,5 g

CaCO
3

1g
agua destilada 950  mL

nitratantes: sol.salina estándar 50 mL
NaNO

3
1 g

CaCO
3

1 g
agua destilada 950 mL

� repartir en tubos de hemólisis a razón de 1 mL por tubo,
se esterilizan en autoclave, 20 minutos a 110ºC

� sembrar con 0,5 mL de cada suspensión-dilución de sue-
lo (3 o 5 tubos/dilución)

� incubar 21 días a 28ºC

Lectura
Nitritantes: se analizan en los tubos nitritos o nitratos con
reactivo difenil-amina sulfúrica (difenilamina 10 g; ácido
sulfúrico 1 litro, verter sobre 200 mL agua destilada): va-
ciar casi completamente los tubos de modo que sólo que-
den 1-2 gotas, agregar a cada uno 10 gotas de ácido sul-
fúrico concentrado y puro y 10 gotas de reactivo. Tubos

positivos: aparición color azul intenso a altas concentra-
ciones y fugaz a concentraciones límites

Nitratantes: detección nitratos con difenilamina sulfúrica,
luego de eliminar los nitratos restantes con urea en medio
sulfúrico: proceder como anteriormente, agregar unos 50
mg urea, 10 gotas de ácido sulfúrico y 10 gotas difenila-
mina Tubos positivos: intenso color azul

Nitrificación en medio sólido

Sílico-gel: mezclar partes iguales de sol. silicato de so-
dio diluído a 9ºBaumé y sol. de HCl a 13ºBaumé (verter

el silicato sobre el ácido mezclando). 30 mL de la mez-
cla se vierten en cajas de Petri de 10 cm de diámetro
que se dejan en superficie horizontal hasta formación
del gel (unas 24 h), que vibra ante ligero golpe en el
borde de la caja. Lavar las cajas con agua corriente dis-
poniéndolas apiladas convenientemente en una pileta,
hasta eliminación del exceso de ácido y cloruros (verifi-
car con reactivo de nitrato de plata o colorante de azul
de bromo timol). Se guardan en agua hasta su uso. An-
tes de su empleo se pasan unos 30 segundos por agua
hirviendo, se dejan escurrir y secar y se impregnan con
el medio apropiado.

Nitritantes: a cada caja de sílico gel se le incorpora 1
mL de solución salina estándar con 5 % de sulfato de
amonio estéril. Inocular con 0,5 mL de suspensión-dilu-
ción del suelo (10-1 -10-5) y agregar 1 mL de sol. carbo-
nato de calcio al 40%; distribuir uniformemente y secar
en estufa a 30ºC; observar a los 15-20 días la aparición
de playas sobre la superficie del gel, consecuencia de la
producción de ácidos nitroso y/o nítrico que solubiliza al
carbonato. Se cuentan las playas como si fueran colo-
nias

Nitrificación en suelo: se evalúa la nitrificación real,
en el suelo mismo en el campo, tomando muestras pe-
riódicamente que se llevan al laboratorio, o la actividad
potencial, luego de incubaciones en el laboratorio.

Nitrificación potencial: el suelo se incuba en suspensio-
nes de suelo y agua, con buffer de pH 7, 2, con exceso de
amonio. Se agrega clorato de sodio a los efectos de inhi-
bir el segundo paso de la oxidación, de modo que el pro-
ducto final es nitrito, que se analiza fácilmente colorimétri-
camente (ver Análisis Físicos y Químicos).

Desnitrificación
Recuentos en medio líquido

Medio

KNO
3

2 g

glucosa 10 g

CaCO
3

5 g

sol.salina estándar 1 litro

x 100
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� Estirilizar 20 minutos a 110ºC

� Inocular con 1 mL de cada suspensión-dilución del sue-
lo (10-1-10-8) 3 o 5 tubos por dilución, incubar a 28ºC, 7
días

� Lectura: pasar 2 gotas de cada tubo a tuba de hemólisis
y evaluar los nitratos luego de eliminar nitritos como para
nitratantes

Técnica ecológica
� incubar en condiciones de anaerobiosis (exceso de agua)

muestras de suelo con agregados de nitratos y fuente
de carbono (glucosa, etc.) en frascos herméticamente
cerrados

� en distintos períodos de tiempo se toman muestras
de suelo: determinar su pH en agua (1:2 suelo-agua),
en 2 g determinar amonio, nitritos y nitratos por des-
tilación con arrastre de vapor u otra técnica.

   Coef. de desnitrif. = (N-NO
3

– perdido/N total) x 100

� el N% de determina en los suelos por Kjeldahl (trata-
miento sulfúrico en caliente)

� se puede graficar la evolución de los N-nitratos agrega-
dos, en el tiempo

Nota: Se emplea la determinación de N
2
 y de N

2
O en la

atmósfera del suelo por cromatografía en fase gaseosa,
en recipientes cerrados

Ciclo biológico del azufre

Aislamiento de microorganismos
sulfatorreductores
� Puede realizarse en medio de agar simple suplementa-

do con Na
2
SO

4  0,5% y FeSO
4  0,005 %, inoculando por

agotamiento con muestra de suelo suspendido en agua.
Incubar en la oscuridad a 25-30ºC por una o dos sema-
nas. Se observan las colonias negras resultantes de la
precipitación del SFe

Recuento en medio líquido
� Medio Sembrar con suspensiones-diluciones de suelo,

un medio líquido con sulfatos, N mineral y un donador de
H conveniente; con una porción de hierro metálico (un
clavo) que asegura el ambiente reductor y permite reco-
nocer los sulfuros formados por formación de SFe negro.

NH
4
Cl 1 g

K
2
HPO

4
0,5 g

MgSO
4

2  g

Na
2
SO

4
0,5  g

CaCl
2

0,1  g

lactato de Na (al 60 %) 6 mL

agua destilada 1 litro

� Repartir en tubos de 17 cm a razón de 5 mL c/u, tapar,
esterilizar

� Siembra: si el medio salió del autoclave luego de varias
horas, es necesario sacarle el aire (Baño María 20-30
minutos), enfriar e introducir en cada tubo un clavo pre-
viamente pasado por la llama y enfriado. Sembrar con 1
ml de suspensiones-diluciones de suelo (10-1-10-8)

� Lectura: luego de 3 semanas, positivos: en donde el
clavo se rodeó de halo negro de SFe (sulfuro ferroso)

Recuento de microorganismos sulfooxidantes

Medio

K
2
HPO

4
0,25  g

MgCl
2

0,10  g

NaCl 0,10  g

NH
4
NO

3
2  g

CaCO
3

5  g

agua destilada 1 litro

� Repartir en tubos de ensayo a razón de 5 mL c/u, esterilizar

� Agregar a cada tubo 1 mL de sol. al 10 % de monosulfu-
ro de sodio
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Coeficiente de mineralización N-orgánico=

N-NH
4
+ final- N-NH

4
+ inicial

                             N-orgánico

Nitrificación

Recuentos en medio líquido
nitritantes: sol.salina estándar 50  mL

(NH
4
)

2
 SO

4
0,5 g

CaCO
3

1g
agua destilada 950  mL

nitratantes: sol.salina estándar 50 mL
NaNO

3
1 g

CaCO
3

1 g
agua destilada 950 mL

� repartir en tubos de hemólisis a razón de 1 mL por tubo,
se esterilizan en autoclave, 20 minutos a 110ºC

� sembrar con 0,5 mL de cada suspensión-dilución de sue-
lo (3 o 5 tubos/dilución)

� incubar 21 días a 28ºC

Lectura
Nitritantes: se analizan en los tubos nitritos o nitratos con
reactivo difenil-amina sulfúrica (difenilamina 10 g; ácido
sulfúrico 1 litro, verter sobre 200 mL agua destilada): va-
ciar casi completamente los tubos de modo que sólo que-
den 1-2 gotas, agregar a cada uno 10 gotas de ácido sul-
fúrico concentrado y puro y 10 gotas de reactivo. Tubos

positivos: aparición color azul intenso a altas concentra-
ciones y fugaz a concentraciones límites

Nitratantes: detección nitratos con difenilamina sulfúrica,
luego de eliminar los nitratos restantes con urea en medio
sulfúrico: proceder como anteriormente, agregar unos 50
mg urea, 10 gotas de ácido sulfúrico y 10 gotas difenila-
mina Tubos positivos: intenso color azul

Nitrificación en medio sólido

Sílico-gel: mezclar partes iguales de sol. silicato de so-
dio diluído a 9ºBaumé y sol. de HCl a 13ºBaumé (verter

el silicato sobre el ácido mezclando). 30 mL de la mez-
cla se vierten en cajas de Petri de 10 cm de diámetro
que se dejan en superficie horizontal hasta formación
del gel (unas 24 h), que vibra ante ligero golpe en el
borde de la caja. Lavar las cajas con agua corriente dis-
poniéndolas apiladas convenientemente en una pileta,
hasta eliminación del exceso de ácido y cloruros (verifi-
car con reactivo de nitrato de plata o colorante de azul
de bromo timol). Se guardan en agua hasta su uso. An-
tes de su empleo se pasan unos 30 segundos por agua
hirviendo, se dejan escurrir y secar y se impregnan con
el medio apropiado.

Nitritantes: a cada caja de sílico gel se le incorpora 1
mL de solución salina estándar con 5 % de sulfato de
amonio estéril. Inocular con 0,5 mL de suspensión-dilu-
ción del suelo (10-1 -10-5) y agregar 1 mL de sol. carbo-
nato de calcio al 40%; distribuir uniformemente y secar
en estufa a 30ºC; observar a los 15-20 días la aparición
de playas sobre la superficie del gel, consecuencia de la
producción de ácidos nitroso y/o nítrico que solubiliza al
carbonato. Se cuentan las playas como si fueran colo-
nias

Nitrificación en suelo: se evalúa la nitrificación real,
en el suelo mismo en el campo, tomando muestras pe-
riódicamente que se llevan al laboratorio, o la actividad
potencial, luego de incubaciones en el laboratorio.

Nitrificación potencial: el suelo se incuba en suspensio-
nes de suelo y agua, con buffer de pH 7, 2, con exceso de
amonio. Se agrega clorato de sodio a los efectos de inhi-
bir el segundo paso de la oxidación, de modo que el pro-
ducto final es nitrito, que se analiza fácilmente colorimétri-
camente (ver Análisis Físicos y Químicos).

Desnitrificación
Recuentos en medio líquido

Medio

KNO
3

2 g

glucosa 10 g

CaCO
3

5 g

sol.salina estándar 1 litro

x 100
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� Estirilizar 20 minutos a 110ºC

� Inocular con 1 mL de cada suspensión-dilución del sue-
lo (10-1-10-8) 3 o 5 tubos por dilución, incubar a 28ºC, 7
días

� Lectura: pasar 2 gotas de cada tubo a tuba de hemólisis
y evaluar los nitratos luego de eliminar nitritos como para
nitratantes

Técnica ecológica
� incubar en condiciones de anaerobiosis (exceso de agua)

muestras de suelo con agregados de nitratos y fuente
de carbono (glucosa, etc.) en frascos herméticamente
cerrados

� en distintos períodos de tiempo se toman muestras
de suelo: determinar su pH en agua (1:2 suelo-agua),
en 2 g determinar amonio, nitritos y nitratos por des-
tilación con arrastre de vapor u otra técnica.

   Coef. de desnitrif. = (N-NO
3

– perdido/N total) x 100

� el N% de determina en los suelos por Kjeldahl (trata-
miento sulfúrico en caliente)

� se puede graficar la evolución de los N-nitratos agrega-
dos, en el tiempo

Nota: Se emplea la determinación de N
2
 y de N

2
O en la

atmósfera del suelo por cromatografía en fase gaseosa,
en recipientes cerrados

Ciclo biológico del azufre

Aislamiento de microorganismos
sulfatorreductores
� Puede realizarse en medio de agar simple suplementa-

do con Na
2
SO

4  0,5% y FeSO
4  0,005 %, inoculando por

agotamiento con muestra de suelo suspendido en agua.
Incubar en la oscuridad a 25-30ºC por una o dos sema-
nas. Se observan las colonias negras resultantes de la
precipitación del SFe

Recuento en medio líquido
� Medio Sembrar con suspensiones-diluciones de suelo,

un medio líquido con sulfatos, N mineral y un donador de
H conveniente; con una porción de hierro metálico (un
clavo) que asegura el ambiente reductor y permite reco-
nocer los sulfuros formados por formación de SFe negro.

NH
4
Cl 1 g

K
2
HPO

4
0,5 g

MgSO
4

2  g

Na
2
SO

4
0,5  g

CaCl
2

0,1  g

lactato de Na (al 60 %) 6 mL

agua destilada 1 litro

� Repartir en tubos de 17 cm a razón de 5 mL c/u, tapar,
esterilizar

� Siembra: si el medio salió del autoclave luego de varias
horas, es necesario sacarle el aire (Baño María 20-30
minutos), enfriar e introducir en cada tubo un clavo pre-
viamente pasado por la llama y enfriado. Sembrar con 1
ml de suspensiones-diluciones de suelo (10-1-10-8)

� Lectura: luego de 3 semanas, positivos: en donde el
clavo se rodeó de halo negro de SFe (sulfuro ferroso)

Recuento de microorganismos sulfooxidantes

Medio

K
2
HPO

4
0,25  g

MgCl
2

0,10  g

NaCl 0,10  g

NH
4
NO

3
2  g

CaCO
3

5  g

agua destilada 1 litro

� Repartir en tubos de ensayo a razón de 5 mL c/u, esterilizar

� Agregar a cada tubo 1 mL de sol. al 10 % de monosulfu-
ro de sodio
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� preparar solución de la sal señalada 10 g/L, agitar 10',
dejar reposar 1 hora y luego tomar el volumen necesa-
rio del sobrenadante

** Oligoelementos  (g/L)

H
3
BO

3
1,5

MnSO
4  4H

2
O 0,7

ZnSO
4
 7H

2
O 0,6

CuSO
4  
5H

2
O 0,1

(NH
4
) 2MoO

4
  H

2
O 0,2

CoSO
4  

 7H
2
O  0,01

*** citrato férrico: cloruro férrico 10
                            ácido cítrico 10

Inoculación de plántulas

Inóculo
� se puede partir de cultivos de Frankia creciendo entre 2 y

3 semanas en medio líquido, (evaluación de la biomasa
por reducción de INT, turbidez luego de sonicación, pro-
teínas totales, que se centrifugan y se lavan con agua
destilada estéril (2.000 rpm, 15'). Se descarta el sobrena-
dante y el pellet se transfiere a frascos de suero con 15
mL de agua estéril y se disgrega en agitador magnético o
bien por pasajes sucesivos por agujas hipodérmicas

� si se dispone de gran cantidad de inóculo, la inoculación
puede efectuarse mezclando 5 mL de inóculo en la parte
superior del suelo antes de la siembra. De otra forma, es
se sumergen las raíces un tiempo en el cultivo.

Mineralización del nitrógeno

Amonificación
Recuentos en medio líquidos

Existen muchos medios y condiciones de cultivo, se usa
mucha la asparagina, o la urea, como fuente de C y N:

Medio

sol.salina 50 mL
asparagina   0,2g
agua destilada 950 mL

� inocular 3 0 5 tubos con 1 mL de cada suspensión-dilu-
ción del suelo (10-3 en adelante)

� incubar a 28ºC por 7 días

� lectura: colocar aproximadamente 1 mL de cada tubo a
un tubo vacío de hemólisis, agregar 2 gotas de reactivo
de Nessler (puede realizarse la lectura en vidrio de reloj
o piedra de toque). Positivo: enturbamiento amarillo-
anaranjado. Cálculo del NMP con tabla de Mc Crady

Reactivo de Nessler

solución A: I
2
Hg  50  g

IK             36,5 g

Triturar en mortero, agregando de a poco 100 mL agua

solución B: KOH 150g
Agua dest. 1 litro

En el momento de usar, mezclar partes iguales de A y B.

� actividad potencial: en el suelo mismo, pero en el la-
boratorio

� actividad real (en el campo). El suelo se mezcla con la
sustancia orgánica nitrogenada que se va a estudiar
(urea, proteina, harinas de cereales, etc.) a la humedad
deseada en recipiente herméticamente cerrado, como
el usado para la evaluación del CO

2
: en el vaso interior

se recoge al amonio liberado con sol. 0,2 N de H
2
SO

4

que se valora con NaOH de la misma normalidad. Se
pueden construir curvas acumulativas de amonio, en el
tiempo.

Mineralización del nitrógeno (amonificación) in-situ

Una de las técnicas consiste en incubar el suelo con agua,
formando un barro que asegura la anaerobiosis, en fras-
cos cerrados. La ventaja de este dispositivo es que no es
necesario determinar ni mantener el nivel adecuado de
humedad que exigen los procesos aerobios. Se evita la
formación de nitritos y nitratos, pero no la pérdida de an-
hidridos nitrogenados volátiles.

El N-NH4+ se valora luego de 10 días de incubación a
37ºC (ver Análisis Físicos y Químicos)
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� Sembrar 1 mL en cada tubo (3 o 5 tubos/dilución) de 10-1

a 10-4

� Incubar a 28ºC y a las 3 semanas observar los tubos sin
agitar, transferir 1 o 2 mL a tubo vacío y agregar: 2 go-
tas HCl concentrado y 5 gotas sol. acuosa BaCl

2
 al 5 %;

la presencia de sulfatos se manifiesta por aparición de
precipitado blanco (comparar con testigo). Determi-
nar el NMP como de costumbre.

Ciclo biológico del fósforo

Microorganismos que mineralizan el P-orgánico
� Sembrar por agotamiento una suspensión de suelo en

agua sobre superficie sólida de medio:

extracto de levadura 2  g

glucosa 20  g

agar 15  g

fitina al 2 % 110  mL

agua 1 litro

pH 7,0

� Observar colonias rodeadas de halo transparente. Pue-
den emplearse otros sustratos: glicerofosfato de calcio,
lecitina, etcétera

Solubilizadores de fósforo
Medio

extracto de levadura 2  g

glucosa 20  g

agar 15  g

agua 1 litro

fuente de fosfato insoluble* 2 g

actidiona al 1% 6 mL

pH 7,0

� La fuente de fosfato insoluble puede ser: fosfato tricálci-
co, hidroxiapatita, fosfato de roca, etcétera.

� Siembra: para recuento por siembra en inclusión se co-
locan 0,5 o 1 mL de las suspensiones-diluciones del sue-

lo (10-1-10-4) por caja, con 3 repeticiones, se agrega el
medio en sobrefusión y se incuba a 28ºC por 3 semanas

� Lectura: se observan las colonias con playas de solubi-
lización de fósforo insoluble

Técnica ecológica de Winogradsky

En suelos deficientes en P soluble pone en evidencia la
acción de los microorganismos solubilizadores por la técni-
ca de la tierra empastada: se mezcla suelo con una fuente
de C y energía (1% de almidón) y agua hasta formar una
pasta sobre la que se colocan distintas fuentes de fosfatos
insolubles. La solubilización permite el desarrollo de un or-
ganismo exigente como el Azotobacter, cuyas colonias típi-
cas aparecen alrededor de las partículas de fosfatos

Asociaciones micorríticas
(Brundett et al., 1996 ; González y Barrios, 1983 ; Honru-
bia et al., 1992, y 1994 ; Philips y Hayman, 1970; Schenk
y Perez, 1988; Sieverding, 1991)

Ectomicorrizas
� Observar macroscópicamente raíces de pinos: se apre-

cian raíces engrosadas, manto fúngico, muchas veces
coloreado. Efectuar cortes a mano de las bifurcaciones
dicotómicas con ayuda de bisturí y observar al micros-
copio entre porta y cubreobjeto.

� Describir hifas externas, intercelulares (red de Hartig)

Aislamiento de hongos ectomicorrícicos (figura 4)
� A partir de carpóforos: se abre cuidadosamente el som-

brero y el pie del hongo y se toman fragmentos de mi-
celio con aguja o bisturí estéril (alcohol y llama), que se
siembran en medio sólido. Puede partirse de esporas
que se recogen en caja de Petri sobre papel de filtro
estéril, colocando el sombrero adherido a la tapa de la
caja (se forma imagen en el papel)

� A partir de micorrizas: se lavan con agua corriente du-
rante una hora, se lavan varias veces con agua destila-
da, se desinfectan con H

2
O

2
 110 vol. durante tiempo a

determinar (segundos a minutos), lavar con agua estéril
y depositar sobre medio sólido estéril. Incubar a 23ºC
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ajustar a pH 6,7 con ambas soluciones, con ayuda
de pH-metro.

16) Tampón QMOD K
2
HPO

4    30 g y NaH
2
PO

4      20 g en 1 litro

17) Tampón QMOD puede hacerse con sols. (14) y (16),
llegando a pH 6,7 con ayuda de ambas.

Aislamiento

Directamente de nódulos
Resulta bastante difícil por la presencia de numerosos
contaminantes que se desarrollan en los medios de culti-
vo empleados. Conviene partir de nódulos frescos. Nu-
merosos desinfectantes superficiales, se han empleado:
hipoclorito de Na o de Ca, Cl

2
Hg, H

2
O

2 
OsO

4
, glutaraldehi-

do.  Procedimientos empleados hasta el presente en el
aislamiento de Frankia:

centrifugación de nódulos macerados en gradiente de
sacarosa, incubación selectiva de trozos de nódulos des-
infectados en medios ricos, como el QMOD por 6 sema-
nas; los tubos o cajas con turbidez se descartan por los
contaminantes

filtración de macerados de nódulos por 52 y 20 micras,
los restos nodulares quedan arriba y vesículas u otras
estructuras en el de 20 micras; dilución seriada y siembra
en medios apropiados (pero se requiere alta relación de
inóculo para iniciar el desarrollo de Frankia)

microdisección, uno de los procedimientos más usados

� lavado de nódulos en agua de canilla, en tamiz

� en caja de Petri con agua, elegir con lupa los lóbulos
claros, turgentes

� con ayuda de agujas pelar la corteza y separar peque-
ñas raíces

� pasar a erlenmeyer estéril tapado y esterilizar superfi-
cialmente con sol. al 3% de OsO4, 3' (bajo campana,
gases tóxicos). La corteza se ennegrece. Si no se dis-
pone del óxido de osmio, ensayar con hipoclorito de Ca
(1,5% P/V); de Na (1% P/V de Cl activo =  agua de

lavandina al 20%), Cl2Hg,1% acidificado, como para
nódulos de leguminosas

� lavar varias veces con agua destilada estéril

� cada lóbulo se fragmenta asépticamente con ayuda de
bisturí en fragmentos de aprox. 50-200 micras, que se
lavan sobre tamiz de gasa con agua estéril (eliminar
taninos y polifenoles tóxicos)

� siembra depositando los trocitos en superficie de medio
sólido en medio BAP con o sin C activo o medio más
rico QMOD

� puede agregarse una segunda capa en sobrefusión so-
bre los trozos que facilita la observación posterior al mi-
croscopio.

� cerrar las cajas con Parafilm, incubar por 4 semanas a
29ºC

� observar ausencia de contaminantes y colonias típi-
cas de Frankia pequeñas, de unos 0,5 mm de diáme-
tro al mes, se aprecian a la lupa: hifas finas creciendo
radialmente, algunas cepas forman esporangios y ve-
sículas (éstas sobre todo en medio sin N), y otras pig-
mentos rojos. Inicialmente difusas, luego más densas.
El C activo facilita el pasaje del estado endofítico al
saprofítico

Nota: conviene trabajar con nódulos frescos, de otra ma-
nera regenerarlos en plántulas hospedantes creciendo en
distintos dispositivos: tubos con sol. hidropónica o con
medio agarizado, en arena-vermiculita, perlita (en vasos
o macetas). El aislamiento es como precedentemente.

Ejemplo de solución mineral: Crone

KCl 0,75 g/L
MgSO

4
7H

2
O 0,5 0 g/L

KH
2
PO

4
0,1  g/L

* CaSO
4  
2H

2
O 10 ml/L

* Ca
3
(PO

4
)2 10 ml/L

** oligoelementos 1  ml/L
*** citrato férrico 1  ml/L
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Figura 4- Aislamiento de hongos ectomicorrícicos

� Existen numerosos medios, citaremos el de Melin-Nor-
krans, modificado

CaCl
2

0,05 g

NaCl 0,025 g

KH
2
PO

4
0,5 g

(NH
4
)2HPO

4
0,2  g

MgSO
4 
7H

2
O 0,15 g

sol (1g citrato férrico, 0,64 g

ác.cítrico, 100 ml agua) 1 mL

HCl-tiamina 100 mg

extracto de malta 3 g

sacarosa 10 g

agar 20 g

agua destilada 1 litro

Inoculación de plantines en viveros
� Suelo y mantillo de montes establecidos

� Carpóforos picados o licuados, seleccionados en en
vecindad de árboles: se seleccionana los hongos que
dominan en el predio forestal bien establecido luego de
picados o licuados se aplican a los plantines. Las espo-
ras pierden viabilidad rápidamente, por lo que deben
ser empleadas a la brevedad (figura 5).

� A partir de micelio de hongos seleccionados, cultivados
en el laboratorio e incluídos en soportes sólidos: turba-
vermiculita, frascos con granos de cebada,  centeno, maíz,
con medio para hongos (figura 6). El micelio se desarro-
lla bien rodeando a los granos que liberan sustancias pro-
motoras del crecimiento de los hongos. Se inoculan es-
tos granos en las macetas o tubetes junto a la semilla de
pino, eucalipto, etc. otros soportes empleados son: tur-
ba, vermiculita/turba, inoculante en alginato de calcio.

Figura 5- Inoculación de plantines forestales con carpóforos
picados

70% etanol

Esterilización
pinza

Trozos en
tubos

Tomar hifas
internas

Colección

Incubar

Purificación

Confirmar pureza



449Microbiología: básica, ambiental y agrícola

Nota: Algunos países emplean un método sencillo de eva-
luar la calidad de inoculantes en turba no estéril: se inocu-
lan unas 50 semillas con una alícuota de inoculante cal-
culada según las indicaciones de la bolsa; se siembran
éstas en jarras de Leonard (unas 3-4 por cada inoculante)
colocando testigos sin inocular. A las 2-3 semanas se ob-
serva nodulación: por lo menos 2 nódulos/planta. Si no se
forman estos nódulos, su calidad es inferior, o no posee el
inóculo específico.

Simbiosis Frankia-no leguminosa
(Frioni et al., 1991, 1994; Stowers et al., 1987)

Medios de cultivo empleados

QMOD

g/L sol.final mLsol.madre Nº sol.madre

Extracto de levadura 0.5

Bacto peptona 5

Glucosa 10

MgSO
4
 2H

2
O 0.2 20 2

KCl 0.2 10 4

Lecitina 5 mg 1 7

FeNa Edta 0.02 M 1 9

Sol. Oligoelementos =
a la  de BAP 1 10

tampón K
2
HPO

4
0.3 g 10 17

NaH
2
PO

4
0.26 g

BAP

conc.final g/L ml sol.madre Nº sol.

MgSO4 2H
2
O 0.2 mM 0.05 5 2

CaCl
2  2H

2
O 0.07 mM 0.01 10 3

NH4Cl 5.0 mM 0.267 5 5

Propionato de Na 5 mM 0.48 5 6

FeNa EDTA 0.02 mM 0.1 1 9

Sol. Oligoelementos 1 10

vit BAP 1 12

tampón
KH

2
PO

4
/K

2
HPO

4
10 mM 10 15

Sol. Oligoelementos (g/L) vitaminas del BAP mg/L

H3BO3 2.86 HCl-tiamina 10
MnCl2 1.81 ac. nicotínico 50
ZnSO4 0.22 HCl-piridoxina 50
CuSO4 0.08 biotina 22.5
Na2MoO4 H2O 0.025 ác. fólico 10

pantotenato Ca 10
riboflavina 10

agar: 12-15 g/L.sol.final C activo: 0.15 g/L

Soluciones madre

1) KH
2
PO

4
100 g/L

2) MgSO
4
7H

2
0    10  g/L

3) CaCl
2  2H

2
O     1  g/L

4) KCl 20  g/L

5) NH
4
Cl 53,5 g/L

6) propionato de Na 96,1  g/L

7) lecitina       0,5 g/100 mL: disolver 500 mg lecitina de
soja en 50 ml alcohol absoluto, agregar 50 mL agua
destilada

8) CoCl
2                        0,1 g/100 mL

9) FeNa EDTA      0,734/100 mL

10) sol.oligoelementos (son los del BAP)

11) vitaminas base: en 100 ml: tiamina 1 mg (pesar 10 g +
10 mL agua y tomar 1 mL), ác. nicotínico 5 mg y
piridoxina 5 mg

12) vitaminas del BAP a 100 mL de la sol. (11) agregar:
1 ml sol. biotina (4,5 mg en 2 mL agua)
1 ml sol. ác. fólico (5 mg en 2 mL agua)
1 ml sol. pantotenato de Ca (5 mg en 5 mL agua)
1 ml sol. riboflavina (5 mg en 5 mL agua)
Filtrar por filtro bacteriológico y guardar en helade-
ra por poco tiempo

13) K
2
HPO

4    1M 136,09 g/L

14) K
2
HPO

4    1M 174,18 g/L

15) sol. tampón BAP: KH
2
P04- K

2
HPO

4   pH 6,7: mezclar
aprox. 560 m sol. (13) y 320 mL sol. (14) Luego
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Figura 6- Inoculante con hongo ectomicorrícicos con granos

Endomicorrizas
Observación (figura 7)

Figura 7- Observación de endomicorrizas arbusculares con
lupa y microscopio (luego de tratamiento de las raíces)

Materiales

segmentos de raíces finas de 1 cm
KOH al 10 %
H

2
O

2
(10 vol)

azul de tripán 0,05 % en lactofenol
lactofenol

Técnica

� Transferir segmentos de raíz a frasco con tapa rosca de
unos 15 mL, cubrir con sol. KOH al 10 %, tapar y calen-
tar a 90ºC 1-2 h o a temperatura ambiente por 1 día (en
raíces muy oscuras puede tratarse en autoclave 13-20
minutos)

� Eliminar la KOH y sumergir las raíces en H
2
O

2
 10 vol. 15

minutos

� Lavar con agua corriente y comprobar con HCl 0,1 N si
la decoloración es correcta

� Transferir la masa de segmentos de raíz con ayuda de
espátula a frasco, agregar un volumen de azul de tripán
al 0,05 % en lactofenol igual al volumen de raíz durante
5 minutos

� Eliminar el colorante y adicionar lactofenol, donde pue-
den dejarse las raíces por mucho tiempo

� Montar entre porta y cubreobjeto un  trozo de raíz colo-
reada, aplastarlo ligeramente para separar los tejidos

� observar a la lupa o al microscopio (10x, 40x) la presen-
cia de arbúsculos, vesículas, esporas y sus relaciones
con las células

Esta técnica clásica descripta por Philips y Hayman en 1970
ha sido simplificada obteniéndose buenos resultados:

� lavar las raíces con agua corriente para eliminar restos
de suelo

� hervir las raíces en solución de KOH al 10% durante 3
minutos, en Baño María

� enjuar varias veces con agua corriente
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Determinación del número más probablemente (NMP)

por el método de dilución en planta

Nº unidades positivas en: NMP en la alícuota en:
4 diluciones en ensayos  de la menor dilución

Duplicado Cuadruplicado
8 16

15 >700
7 14 690

13 340
6 12 180

11 100
5 10 59

9 31
4 8 17

7 10
3 6 5.8

5 3.1
2 4 1.7

3 1.0
1 2 0.58
0 1 <0.5

0

NMP/g turba o suelo = (m x d) / (v x g)
m= NMP  de la tabla
v= volumen de la alícuota
d= menor dilución de la serie
g = peso seco de la turba en la dilución inicial
Límite de confianza aprox. al 5%: duplicado = 6 cuadruplicado = 3.5
Efectuar varias repeticiones de cada recuento

� Para leguminosas de semilla grande deben emplear-
se los dispositivos de Leonard o modificaciones que
permiten el desarrollo de las plántulas, que ocupan
mucho espacio y son trabajosas de preparar, esterili-
zar, etcétera

� NMP de rhizobios usando bolsas de plástico para el
desarrollo de la leguminosa: bolsas de plástico con un
papel de filtro en su interior permite el desarrollo de la
raíz y la impregnación con solución mineral. Las semi-
llas pregerminadas se colocan en repliegue superior del
papel de filtro (2 semillas para soja y unas 15 para alfal-
fa) y se inocularon con alícuota de las suspensiones-

diluciones de suelo y/o inoculante, a razón de 5 bolsas/
dilución. Las bolsas llevan solución mineral para plán-
tulas

� las bolsas se colocan paradas entre soportes metálicos.
Se intercalan controles (sin inocular) para observar po-
sibles contaminaciones

� se observa nodulación, se consideran negativas si no
los presentan en 2 semanas para alfalfa y 3 para soja

� NMP con la tabla de Cochran que reproducimos en
parte

NMP para usar con diluciones decimales y 5 tu-
bos por dilución

MNP para los valores de p3

p1 p2 0 1 2 3 4 5

5 0 0.23 0.31 0.43 0.58 0.76 0.95
5 1 0.33 0.46 0.64 0.84 1.1 1.3
5 2 0.49 0.70 0.95 1.2 1.5 1.8
5 3 0.79 1.1 1.4 1.8 2.1 2.5
5  4 1.3 1.7 2.2 2.8 3.5 4.3
5 5 2.4 3.5 5.4 9.2 16 -

Cálculos
p1 es el Nº bolsas positivas en la dilución menos concen-
trada en donde todas las unidades son positivas, o donde
se encuentra el mayor Nº de tubos o bolsas positivos, p2
y p3 son los Nº de unidades positivas en las 2 siguientes
diluciones. Leer en la tabla el valor correspondiente a p3:
NMP en la alícuota de la segunda dilución.

Ejemplo:

10-5 10-6 10-7 10-8 10-9

positivos:  5  5  3  1  0

p1= 5; p2 = 3 y p3 = 1

NMP = 1,1 en inóculo de 10-6     Nº de rhizobios/g = 1,1 x 106
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� hervir las raíces en solución de azul de tripán (0,05% en
vinagre 5%) durante 3 minutos

� enjuar varias veces en agua correinte

� observar estructuras fúngicas (vesículas, arbúsculos,
esporas, hifas)

� si las raíces se cortaron en fragmentos de 1cm se pue-
de calcular la longitud de raíz colonizada por alguna es-
tructura de los hongos endomicorrícicos y/o calcular el
% de segmentos colonizados

Extracción y cuantificación de propágulos de
hongos arbusculares
Tamizado húmedo y decantación

� Una muestra de 50 g de suelo rizosférico se suspende
en unos 2 litros de agua, se agita y se deja reposar
durante unos segundos para que sedimenten las partí-
culas de suelo

� Se decanta a través de una cadena de tamices de 500,
250, 125 y 53 µm, las partículas de suelo quedan rete-
nidas en los primeros tamices

� Se recoge el sedimento retenido en cada uno de los
tamices

� Se puede añadir un agente antiespumante (Tween 80
0,1-0,5%) para evitar la formación de espuma, en sue-
los arcillosos se puede emplear pirofosfato de sodio 0,1
M para precipitar las partículas.

En el tamiz de 500 micras quedan los trozos de raíz, en el
de 250 los esporocarpos y esporas grandes, en el de 125
µm la mayoría de las esporas y en el de 53 µm las espo-
ras pequeñas.

� Se recoge el sedimento retenido en el tamiz más peque-
ño y se coloca en tubos de centrífuga (unos 25 mL de
sedimento con 55 ml de agua), se centrifuga 3 minutos a
895g, se tira el sobrenadante y se añade una solución

de sacarosa a 480g/l y se centriguga 15 segundos a 895g

� Se pasa el sobrenadante por el tamiz de 53µm, lavando
con agua para eliminar la sacarosa. Se observan a la

lupa y se agrupan por morfología con ayuda de varilla
de vidro húmeda y las claves disponibles.  Se conser-
van hasta su empleo en frascos con agua estéril en el
refrigerador (figura 8).

Figura 8- Selección y propagación de esporas de hongos
endomicorrícicos en plantas trampa

Inoculantes
Una de las mayores dificultades en la aplicación práctica
de inoculantes con estos cultivos es la imposibilidad del
hongo para propagarse en medio de cultivo. Luego de tra-
bajoso aislamiento de esporas a partir del suelo por técni-
cas de tamizado húmedo y flotación, se caracterizan las
mismas según claves apropiadas (morfología, color, tipos
de paredes). Cada tipo de espora se propaga en las llama-
das «plantas trampas», especies como sorgo, cebolla.

Técnica: el inóculo se coloca 2-3 cm más abajo donde se
colocarán las semillas en macetas con mezcla de suelo y
arena (1:2 v/v) con pH ligeramente ácido. A los 3-4 meses
en invernáculo se observa la colonización endomicorrítica
y el aumento del número de esporas en el suelo (figura 8)

 
➤
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� dividir cada caja en 4 secciones con una fibra, colocar
discos con distinta concentración del antibiótico en el
centro de cada sección (4 discos/placa); incubar 26-
28ºC y observar halos de sensibilidad; se esperan más
de 30 colonias resistentes con una velocidad de mu-
tación de 1.105 (en muchas cepas esta velocidad llega
a 1.107

� seleccionar por resistencia a ambos antibióticos

Identificación de las cepas en los nódulos
� preparar cajas de medio EMA (por triplicado) con:

estreptomicina 40 µg/mL; espectinomicina, 250 µg/
mL y sin antibiótico. Los antibióticos se agregan de
solución madre: estreptomicina =  4 mg/mL y es-
pectinomicina 250 mg/mL, esterilizadas por filtra-
ción con milipore de 0,20 micras y mantenidas en
heladera

� dividir las cajas en unos 20 cuadrados, numerarlos y
seguir el modelo

� cada nódulo se separa, se desinfecta y se siembra en
un cuadrado

� Otro método: separar la raíz con nódulos, colocarla
sobre un papel de filtro en caja de Petri estéril, darle un
número a cada posición nodular, sacar los nódulos con
un bisturí, siguiendo un orden, y sembrar. Se puede así
describir que nódulos fueron los formados por la cepa
introducida marcada, la localización y distribución de
ellos en el sistema radical

� incubar a 28ºC y efectuar observaciones diarias, al-
gún contaminante puede ser resistente a los niveles
de antibióticos empleados (cuidar el paso de la desin-
fección)

� leer por crecimiento en las 3 cajas

� Informar: nódulos con cepas resistentes a cada anti-
biótico y a ambos

Recuento de Rhizobios

1. Recuento total en cámara: en cámara cuenta-gló-

bulos se aplica a cultivos en fase exponenecial de cre-
cimiento, contenidos nodulares, caldos, en el laborato-
rio o en la fábrica de inoculante, antes de impregnar la
turba, donde se postula que todas las células están via-
bles. Puede evaluarse también la turbidez (densidad
óptica a 600 nm) frente a escala patrón confeccionada
por recuento de viables en caja.

2. Recuento de viables en medio sólido: procedimiento
habitual a partir de diluciones seriadas de la muestra,
por siembra en superficie(0,2mL) o en inclusión (1 mL)
en medio EMA. Lectura en cajas con entre 30 y 300
colonias. Se emplea con cultivos puros, con inoculan-
tes a base de turba estéril y también con turba no es-
téril, ya que los contaminantes pueden ser del orden
de 106/g y el rhizobio debe superar 108/g. En las últi-
mas diluciones predominan las colonias típicas de esta
bacteria y pueden contarse.

3. Recuento de viables en plantas: emplea la capaci-
dad de cada cepa de rhizobio para nodular con una le-
guminosa y presume que una sola célula agregada a la
planta test puede originar una población que nodule a
las leguminosa específica.

� sembrar semillas germinadas estérilmente en tubos con
agar-Jensen para las leguminosas de grano pequeño

� a los 7 días inocular 2 tubos con 0,2 mL de cada una de
las suspensión-dilución de: suelo, inoculante, etcétera

� evaluar la nodulación; las plántulas que no recibieron
rhizobio se marchitan y mueren

� tomar en cuenta el número de tubos positivos (con nó-
dulos) en 4 diluciones con tubos positivos y negativos

� leer la tabla de Fisher y Yates en NMP en la alícuota
(0,2 mL) de la primera dilución de la izquierda; expersar
los resultados por g de suelo o de turba.
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� Se extraen las raíces colonizadas, se las secciona en
segmentos de 1 cm: el inoculante está constituido por
fragmentos de raíces colonizadas y esporas homoge-
neizadas con la mezcla suelo-arena. Se mantienen a
un 50 % de la capacidad de campo y a bajas tempera-
turas hasta su empleo en inoculaciones experimenta-
les en vivero. Aun no se logró propagar esta técnica a
nivel de campo.

Control de maduración en los compost
(Dell´Abate et al., 1998; Mathur et al., 1993; Mondini et

al., 2003; Mustin, 1987)

Técnicas clásicas
1. Alteración de las características

� Reducción del volumen: la masa final de la pila debe
ser por lo menos 1/3 de la del material original.

� Coloración o aspecto: el color inicial es ceniciento y
sin brillo; con el correr del proceso la masa se va tornan-
do más oscura y brillante cuando húmeda (como el hu-
mus). Debido a la acentuada descomposición, la mayor
parte de la materia prima original no se reconoce, que-
dando una masa moldeable cuando se humedece.

� El olor característico de ciertas materias primas se va
perdiendo con el compostaje que pasa a tener olor a
tierra mojada, tolerable a agradable.

� La humedad se reduce, los que se aprecia al apretar el
material con la mano: pasa de una consistencia mojada
a húmeda en el inicio a casi seca cuando madura.

2. Test de maduración

Se introduce una vara de madera en la pila de compost

durante todo el proceso. Al removerla se verifica:

� fría y mojada: no hay degradación, probablemente por
exceso de agua en la masa

� levemente tibia y seca, con filamentos de micelio de
hongos: la pila necesita más agua

� caliente, húmeda y manchada de pardo oscuro: las
condiciones de compostaje son correctas

� libre de «barro negro», con olor a moho, el compost

está pronto para ser usado

3. Test de temperatura

Con un termómetro se puede acompañar el proceso de
compostaje, midiendo la temperatura entre 40 y 60 cm de
profundidad.

4. Test de coloides

En el compostaje la materia orgánica se va fraccionando,
pasando de materiales groseros al estado coloidal, con
partículas que no sedimentan cuando se hace una sus-
pensión del material con solución de sulfato de amonio.
Otra prueba muy sencilla: se toma una muestra del com-

post en la palma de la mano y se agrega agua suficiente
para formar una pasta, que debe ser trabajada con la punta
de los dedos, amasándola. Separando las manos se pue-
de observar:

� Compost  crudo: las palmas de las manos estarán prác-
ticamente limpias porque el material se desprendió en
partículas sueltas.

� Compost  semimaduro: pequeña parte de la mues-
tra permanecerá en las manos, coloreándolas de
marrón.

� Compost  maduro: las palmas de las manos se mos-
trarán como se estuviesen recubiertas por una grasa
negra. Lavándolas, el agua tomará una coloración ne-
gra, como el humus, cosa que no ocurrirá con el com-
post semimaduro.

5. Test del pH

Midiendo el pH durante el compostaje, se puede saber
como se desarrolla la descomposición, principalmente si
los datos se asocian a otros tests.

� Si el material es ácido, con pH inferior a 6,0 el compost

puede ser considerado crudo, en fase inicial de degra-
dación.

� Si es neutro a levemente alcalino (6,0-7,6) el compost

se encuentra en la fase de bioestabilización, o sea, se-
mimaduro.
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ción. Los sueros se conservan congelados, con el agre-
gado de algún antiséptico, en pequeños volúmenes,
que facilitan su empleo. La determinación del título
puede efectuarse en tubos chicos de hemólisis o en
bandejas:

� diluir el antisuero (0,08 mL, con pipeta especial) en
un primer tubo con 2 mL sol. fisiológica (NaCl
0,85%), dilución 1/50; llevar 1 mL a un segundo tubo
con 1 mL de sol. fisiológica y así sucesivamente
(cada uno de los tubos diluye a la mitad) tirar el úl-
timo mililitro

� agregar a cada tubo 1 mL de suspensión concentrada
de antígeno (109/mL), agitar suavemente. Tubos con-
trol: solución fisiológica (ClNa 0.09%) y antígeno (sin
suero) no debe presentar aglutinación

� lectura: rápida: poner los soportes en baño María a
52ºC y leer en 1-2 horas las reacciones flagelares y en
4 h las somáticas. Lenta: a 37ºC los tiempos se extien-
den 4 horas y toda la noche, respectivamente. Leer en
iluminación indirecta contra fondo oscuro. Reacción fla-
gelar: agregados grandes, floculentos, que decantan en
forma lenta y que, si van acompañados de reacción
somática, dejan una marcada turbidez en el líquido so-
brenadante

Reacción somática: comienza con la aparición de granu-
laciones finas y pueden dar lugar a depósito compacto de
sobrenadante transparente.

� Aglutinación con nódulos triturados: resulta útil cuan-
do se desea identificar a las cepas que dieron origen a un
gran número de nódulos. Se trabaja con el contenido no-
dular, sin efectuar el aislamiento. Los nódulos lavados se
maceran uno por uno en 1-2 mL de sol. fisiológica; se
calienta a 100ºC unos minutos y se pipetea unas gotas
dentro de pequeños tubos o en bandejas de plástico con
cavidades individuales (tipo para ELISA). Se agregan unas
gotas de los antisueros de las cepas que se desean iden-
tificar, se cubre con un vidrio la bandeja para evitar eva-
poración y se observa la aglutinación a la media hora.

� Test de precipitación: ha llegado a ser muy específico
gracias a la técnica de inmunodifusión en gel: se efec-

túan varias cavidades en agar-agua muy puro solidifi-
cado en caja de Petri o sobre un portaobjeto.

ELISA, método indirecto muy sensible que emplea IgG-
anticonejo conjugado con fosfatasa alcalina y el sustrato
p-nitrofenil fosfato. La enzima libre se lee a 405 nm luego
de 30 minutos a temperatura ambiente, con la solución
del sustrato como blanco.

Inmunofluorescencia: se emplean mucho en estudios
ecológicos: se combina el anticuerpo con una sustan-
cia que fluoresce en UV, como isocianato de fluores-
ceína o naranja de acridina que al reaccionar con el
antígeno específico produce una fluorescencia que se
visualiza en el microscopio equipado con luz fluores-
cente

Empleo de cepas marcadas por resistencia a
antibióticos

Desarrollo de resistencia a antibióticos
(Lassagno y Frioni, 1988)
� conocer la resistencia natural de las cepas a emplearse

en la inoculación de leguminosas

� seleccionar mutantes en cajas con medio EMA con y sin
antibiótico (dosis creciente), por ejemplo con estrepto-
micina y espectinomicina

� transferir colonias de cepas resistentes a medio EMA
líquido y a agar inclinado

� sembrar cepas en caldo con resistencias a estreptomi-
cina a cajas con espectinomicina (y viceversa)

� transferir mutantes dobles a EMA sólido, confirmar re-
sistencia a ambos antibióticos sembrando en cajas con
los dos antibióticos

� confirmar la eficiencia simbiótica de las mutantes

� las cepas seleccionadas se siembran (0,1 mL) en cajas:
sin antibióticos; con estreptomicina y con espectinomi-
cina para conocer la respuesta a concentraciones de
antibióticos
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� Los pH superiores a 7,6, son característicos de com-

post bioestabilizado, en proceso de humificación.

6. Test de nitrógeno mineral

Para indicar la presencia de amonio o de nitrato en el com-

post, que caracterizan fases en el compostaje: una mues-
tra de compost se humedece con agua destilada y se pre-
siona sobre un papel de filtro. El papel de filtro con la so-
lución del compost se divide en dos partes para analizar
amonio y nitratos:

a. Test para amonio: en una de las mitades del disco de
papel de filtro se colocan gotas de reactivo de Nessler:
si el reactivo toma color pardo, indica presencia de amo-
nio, lo que significa que el compost no está maduro, si
no cambia de color, no hay amonio, y se procede al test

siguiente:

b. Test  para nitrito y nitrato: en la otra mitad del disco
de papel, agregar gotas de  α naftilamina (0,1g en 250
mL de ácido acético al 20%) y gotas de ácido sulfanílico
(1,5 g en 250 ml de ácido acético al 20%) (reactivo de
Gries): si aparece color rojo es porque hay nitrito, si no
se colorea, se agrega una pequeña cantidad de polvo
reductor (Zn en polvo); si hay nitratos, serán reducidos
a nitritos que dan color rojo, en un corto intervalo.

Un compost bien maduro presenta nitratos en abundan-
cia y apenas trazas de amonio; un compost semimaduro
tiene amonio y no hay nitratos.

Si la muestra presenta amonio y nitratos, es porque se
trata de una mezcla de abonos con distinto tiempo de
preparación, o que se han agregado fertilizantes minera-
les. Con trazas de nitrato o amonio, el compost se en-
cuentra en fase intermedia de fermentación, en la cual
casi todo en nitrógeno está en forma de proteína (nitróge-
no orgánico).

7. Test para almidón

Tres tipos de  carbohidratos son encontrados en el com-

post: azúcares, almidón y celulosa. Los azúcares son
los primeros componentes en ser metabolizados, gene-
ralmente en una semana; el almidón en la cuarta a quin-
ta semana ya está en la fase máxima de descomposi-
ción y el compost está bioestabilizado, con olor más to-

lerable y con apariencia modificada; el pH debe ser al-
calino y la celulosa estará presente. Se toma 1 g de com-

post en un vaso de 100 ml se moja con algunas gotas de
etanol si el compost estuviera seco y se agrega 20 mL
de ácido perclórico al 36%. Se agita 5 minutos y se filtra.
Se agrega 2 mL de solución de iodo al filtrado y se
agita. Se colocan algunas gotas en una placa de vidrio y
se examina la coloración y la cantidad de precipitado
formado.

� Coloración amarilla y poco precipitado, significa com-
post maduro.

� Coloración azul intenso y fuerte precipitado, com-

post pobre y no maduro.

La secuencia de  coloración para el proceso de compos-
taje es la siguiente: azul oscuro, azul claro, ceniza, verde
y amarillo. La coloración roja se encontrará en composts

parcialmente degradados.

Técnicas cuantitativas de evaluación de la bio-
madurez
Evaluación de sustancias tipo humus- “Indices de

humificación”

Son numerosas las correlaciones entre parámetros físi-
cos y químicos con los biológicos. Entre los primeros, el
nivel y la calidad de la materia orgánica de los compost

han recibido mucha atención y son empleados numero-
sos índices que relacionan el grado de madurez de la frac-
ción orgánica.

Se extrae la materia orgánica y se determinan distintos
índices que reflejan el grado de madurez de los compost

(Kalbitz  y Geyer, 2001).  La técnica de Mondini et al. (2003)
determina dos índices evaluando el C-orgánico de distin-
tas fracciones.

No corresponde hablar de sustancias húmicas en los com-

post por el período de tiempo requerido para su síntesis,
de cientos a miles de años en los suelos, pero los autores
analizan el grado de madurez de la materia orgánica de
los compost y para ello, como en los estudios del humus,
extraen la materia orgánica estabilizada “tipo humus” con
solución alcalina y evalúan la absorbancia  a distintas lon-
gitudes de onda.
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Figura 3- Inoculante en alginato de calcio con Frankia a
diferentes concentraciones. La coloración roja del INT-
formazán permite evaluar la viabilidad de la bacteria

Inoculación simple
� seguir atentamente las instrucciones del inoculante co-

mercial a emplear, preparar el adhesivo y agregar el
volumen recomendado

� agregar el inoculante a base de turba u otro preparado
siguiendo las instrucciones y mezclar bien hasta elimi-
nación de los grumos

� agregar el inoculante y adhesivo a la semilla y mez-
clar hasta que toda la semilla quede uniformemen-
te recubierta por una capa negra de inoculante

� extender las semillas inoculadas fuera de la luz directa
del sol y dejar orear antes de su empleo

Pildorización (pelletización)
� preparar la solución adherente, por ejemplo: celofáx-A

50g/L de agua o solución de goma arábica al 40%, con
24 horas de antelación

� agregar el inoculante y mezclar bien para deshacer los
grumos

� agregar la solución adherente con el inoculante a las
semillas, mezclar bien hasta que toda la semilla quede
recubierta por el inoculante

� agregar de una vez el polvo de recubrimiento mezclan-
do suavemente hasta que toda la semilla quede recu-
bierta y separada

� extender la semilla inoculada al abrigo de la luz solar y
dejar orear antes de su empleo

Recomendaciones sobre cantidades de goma arábica e
inoculante a emplear en algunas leguminosas

                          semillas(g)    inoculante (g)  goma

arábiga(mL)

Arachis hypogea 100 10  4,0
Glycine max 100 10 3,0
Medicago sativa 50 0,2-5 4,0
Phaseolus vulgaris 100 8 2,5

Reconocimiento de rhizobios

Serología
Se han empleado las reacciones antígeno-anticuerpo:
� aglutinación: interviene la totalidad de la célula

� precipitación: sólo los antígenos solubles

Obtención de antisuero con alto título por inmuniza-
ción en conejos; se cultiva el rhizobio en medio EMA,
sólido o líquido (este último evita la excesiva acumula-
ción de polisacáridos extracelulares que acumulan mu-
chas cepas), se prepara una suspensión densa (108 cé-
lulas/mL) luego de repetidos lavados de las células en
solución fisiológica.

� Si se calienta previamente el antígeno 30 minutos a
100ºC se destruyen los antígenos flagelares (H): protei-
cos y se obtienen los somáticos (0): polisacáridos, pro-
teínas solas o con lípidos. En este caso sólo se pueden
efectuar las reacciones de aglutinación, pero si se de-
sea el conejo puede luego volver a ser inmunizado con
el cultivo entero y obtener un antisuero completo para
reacciones de precipitación.

� Título: última dilución en la que se observa aglutina-
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Se sabe que la materia orgánica más polimerizada, del
tipo de los ácidos húmicos, absorbe sobre todo en el ul-
travioleta (280nm), mientras que la menos polimerizada
(humus en vías de formación, materia orgánica fresca) lo
hace a longitudes de onda más larga. Se interpretan los
cocientes de extinción como índices del estado de poli-
merización de la materia orgánica.

� Extracción del C-orgánico con 0,1M NaOH + 0,1M
Na

4
P

2
0

7
 a 65º por 24 horas

� Centrifugar a 5.000g y filtrar el sobrenadante por filtro
millipore de 0,20µ (CTE=Ctotal extraído)

� La fracción tipo ácidos húmicos (AH) se separa de la
fracción tipo ácidos fúlvicos (AF) y la no humificada (NH)
por precipitación luego de acidificación de la solución
alcalina a pH menor de 2,0

� NH se separa de la AF por cromatografía en columna
de PVP (polivinilpirrolidona)

� AF se combianan con AH (fracción AH+ AF)

� El C-orgánico de cada fracción (CTE, NH, AH, AF) se
determina por oxidación con dicromato de potasio en
caliente (Walkey y Black)

1) Indice de humificación (IH) =       NH
                                                      AH + AF

2) Grado de humificación (GH%) =  AH + AF    X 100
                                                             CTE

Otro índice (Campitelli et al., 2005)
� 1 g de suelo +  50 mL NaOH 0,5N se agitan 2 horas en

agitatador eléctrico

� Dejar toda la noche en reposo

� Centrifugar 25 minutos a 3.000rpm

� Leer la absorbancia del sobrenadante a: 280nm, 472nm
y 664nm

� Calcular  relaciones:
Q 2/4 = Ab280/Ab472
Q 4/6 = Ab472/Ab664
Q 2/6 = Ab280/Ab66

Estas técnicas se combinan con datos termoanáliticos y
colorimétricos a los efectos de evaluar la maduración y
estabilidad de un compost (Dell´Abate et al., 1998) per-
mitiendo distinguir compuestos pobremente estabiliza-
dos de los más evolucionados. Se correlacionan, ade-
más con el índice de humificación (IH) y el grado de hu-
mificación (GH).

Bibliografía

Alef, k. Methods in applied soil microbiology and bio-

chemistry. 1998, Alef y Nannipieri. (eds)  Academic
Press, N.York: 232-233

Aman, R. I. Fluorescently labelled, rRNA-targeted oligo-
nucleotide probes in the study of microbial ecology,
1995, Mol. Ecol 4: 543-554

Balatti, A. y Jardim Freire, J.  Legume inoculants. Selec-

tion and characterization of strains. Production,

Use and Management, 1996 Ed. Kingraf, La Plata,
Argentina, 148 pp

Bremner, J.M., 1965 Total nitrogen e inorganic nitrogen.
En:  Methods of soil analysis, Black (ed.), Amer. Soc.
of  Agronomy: 1149-1178  y 1179-1237

Brookes, P. C., Powlson, D. S., Jenkinson, D. S. Measu-
rement of microbial biomass phosphorus in soil.  1982
Soil Biol. Biochem. 14: 319-329

Brookes, P. C., Landman, A., Pruden, G., Jenkinson, D. S.
Chloroform fumigation and the release of soil nitrogen:
a rapid direct extraction method to measure microbial
biomass nitrogen in soil.  1985 Soil Biol Biochem 17:
837-842

Brundrett, M., Bougher, N.,  Dell, B., Grove, T. y  Malajc-
zuk, N.  Working with mycorrhizas in forestry and

agriculture, 1996, Aciar monograph 32 :  374 pp, Csi-
ro, Canberra

Burket, J. Z y R. P. Dick  Microbial and soil parameters in
relation to n mineralization in soils of diverse genesis
under differing managements systems. 1998  Biol &
Fertil Soils 27:430-438

Campitelli, P., Velasco, M. y Ceppi, S. Evaluación de la
calidad de compost: parámetros químicos y espectros-
cópicos. 2005, XIV Congreso Argentino de Físico Quí-
mica y Química Inorgánica, Termas del Río Hondo,
Santiago del Estero



Lillian Frioni444

fato de roca o dolomita para los de crecimiento lento,
que alcalinizan.

Esta técnica aumenta las posibilidades de nodulación exi-
tosa en: suelos ácidos, siembra aérea, siembra demora-
da por causas climáticas, germinación retardada por falta
de humedad, pero suele secar el preparado, por lo que su
uso debe controlarse. Algunos países expenden la semi-
lla pre-inoculada, con 105 rhizobios/semilla.  En muchos
casos se recomienda el pellet múltiple o “super pellet”
para obtener semillas con elevado número de rhizobios,
mejorando el establecimiento en casos en que la densi-
dad de cepas nativas infectivas sea muy elevada.

En el suelo
Cuando se aplican pesticidas, o cuando la semilla puede
dañarse fácilmente con el manipuleo como en el caso de
la de maní, se pueden aplicar técnicas de inoculación al
suelo con formas líquidas o granuladas de inoculantes.

� granular, en general son a base de turba preparados
como las raciones de animales, comprimiendo peque-
ños cilindros. Son comunes con aplicaciones de in-
secticidas y herbicidas.  Se aplican debajo de la semi-
lla en el surco y resulta ser un método muy eficaz en
la inoculación en maní, soja y otros cultivos. El inocu-
lante se puede colocar a la distancia que se desee de
la semilla.

� líquidos se emplean al igual que los anteriores cuan-
do se desea evitar el manipuleo de la semilla, pero
se requiere transporte de agua y maquinaria con pul-
verizador.

� otros tipos  se extiende el uso de inoculantes donde
los microorganismos se atrapan en geles de poliacrila-

mida y otros productos como alginato, xantano, que
protegen a las células. Se mostraron tan eficaces como
los inoculantes a base de turba, con la ventaja de que
se puede inocular muchos días antes de la siembra (30
o más días).

Inoculante a base de alginato de calcio
(figuras 2 y 3, Frioni et al., 1994)
� Esterilizar alginato de sodio al 4% en agua (es muy viscoso)

� Mezclar en partes iguales con cultivo denso de rhizobio,
Frankia, Azospirillum, hongos micorrícicos u otro micro-
organismo a ser empleado como inoculante con el algi-
nato, que  queda al 2%, mantenerlo en agitación con
barra magnética

� Preparar solución del cloruro de calcio al 1% estéril y
agitada con barra magnética.

� El inoculante se forma dejando caer gotas de medio-
alginato sobre el cloruro de calcio, con pipeta o filtro de
porcelana con pequeños orificios. Se forman pequeñas
esferas de alginato de calcio (gel) con las células atra-
padas que se lavan para eliminar exceso de Cl

2
Ca con

agua estéril y se dejan secar una noche bajo flujo lami-
nar. El gel desecado ocupa pequeño volumen y se man-
tiene en frascos o bolsas en lugar fresco hasta su uso.

� Se puede colocar este preparado seco junto con la
semilla o previamente se disuelve en buffer fosfato,
pH 7,0 o buffer de citrato de sodio, igual pH.

La figura 2 muestra un sencillo dispositivo para preparar
inoculantes con bacterias, Frankia, en este caso, incluida
en la matriz de alginato de calcio. El peso seco de estas
bolitas fue de 1,2 a 1,9 mg. La figura 3 presenta el aspec-
to de este inoculante antes del secado al aire, con distin-
tas concentraciones de bacteria, coloreado con INT (iodo-
nitrofenil tetrazolio) que se reduce a INT-formazán rojo
por actividad bacteriana (Frioni, et al., 1994).

Figura 2-  Inoculantes a base de alginato
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� Interpretación de los resultados: análisis estadístico:
varianza y diferencias entre medias de tratamientos, co-
rrelaciones, etcétera.

Preparación de los inoculantes

La bacteria seleccionada se cultiva en medio líquido con
agitación hasta altas densidades (108 células/mL).

El inoculante puede ser líquido o sólido.

Algunos inoculantes se distribuyen en pequeña escala en
agar, o en bolsas de plástico con caldo de altísima con-
centración celular e incluso algunos se expenden como
cultivos liofilizados (pastillas).

Inoculantes líquidos se usan cuando existe buena co-
ordinación entre el laboratorio y las tareas de campo y
son útiles a nivel experimental (solario, invernáculo) o
cuando se observan fallas en la aplicación de otros ti-
pos de inoculantes en el campo y se desea salvar el
ensayo, se riega el surco con un cultivo denso de la
bacteria. Actualmente se vuelven a emplear para ino-
cular grandes áreas de leguminosas, como la soja en
Brasil y Argentina. La botella o recipiente de plástico
se adosa a la sembradora y el inoculante conveniente-
mente diluido, gotea sobre las semillas a medida que
son sembradas.

Inoculantes sólidos, son muy usados sobretodo cuan-
do se separa en el tiempo la producción de su empleo.
En general el soporte sólido es la turba, tierra con alto
contenido de materia orgánica (60-70%), pero si no se
dispone de buenas turberas, se han ensayado otros
soportes: lignita, cáscara de cereales molida, políme-

ros orgánicos (poliacrilamida, alginatos) o minera-

les como arcillas, tierra de diatomeas, etc.

Se usa: turba estéril por rayos gamma o en autoclave
en las bolsas de poliestireno que luego se inoculan con
el caldo con ayuda de una jeringa y aguja estéril. Se
deja madurar para que la bacteria se multiplique en el
soporte. Actualmente casi todos los inoculantes emplean
turba estéril para evitar disminuciones del inóculo por la
competencia de hongos, actinomicetes y otras bacterias

(en  general las turbas aceptan igual volumen de caldo
sin aparentar estar mojada).

Control de calidad de los inoculantes

Como todo producto biológico pueden perder calidad por
mutaciones en los cultivos o por descenso del número de
células viables. Se tiende a que la producción de inocu-
lantes sea una actividad privada y que el estado cuente
con laboratorio de control responsable de:

� seleccionar y proveer a los industriales cepas de

rhizobios debidamente seleccionada para cada legu-
minosa

� controlar la calidad de los cultivos durante su desarro-
llo (caldos) y en el producto final, en la fábrica y en los
lugares de distribución, rechazando aquellos que no con-
tengan el número mínimo exigido (en Uruguay es de  2
x 109/gramo producto fresco) o limitando el período de
uso a menos de 6 meses.

� conducir áreas de investigación para superar proble-
mas asociados con la elección de las cepas y su sobre-
vivencia en el producto final.

Técnicas de inoculación
En semillas:
� en seco, consiste en mezclar el inoculante en el depó-

sito de semillas de la sembradora; ambos productos van
cayendo en el surco. A pesar de que no hay un contacto
íntimo entre el inóculo y la semilla, muchos productores
lo prefieren por la comodidad que significa no emplear
agua.

� húmedo, se mezcla la turba con la semilla y la mínima
cantidad de agua, en general con un adhesivo, como
leche, azúcar o adhesivos comerciales (inoculación

simple)

� pildorización, o “pelleteo”, se mezcla la semilla con el
inóculo y un adhesivo como solución de goma arábiga,
celofax A, otros derivados celulósicos, etc. y luego se
recubre ésta con un polvo fino: carbonato de calcio, para
los rhizobios de crecimiento rápido que acidifican, o fos-
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� El N% de la parte aérea y la producción de N por tubo
se realiza por la técnica de semi-micro Kjeldahl, aun-
que en este primer ensayo suele efectuarse determina-
ciones de peso seco de la parte aérea y nodulación:
número, peso de los mismos a 65ºC, ubicación veloci-
dad de aparición.

Para para leguminosas de semilla grande  (soja, maní,
poroto)
� se emplean unidades de siembra mayores, como las

clásicas botellas de Leonard: botellas comunes de
unos 700 mL a las que se les quitó el fondo y que van
invertidas sobre un frasco de boca ancha (1 litro) con
solución nutritiva para plántulas que asciende por capi-
laridad a través de una mecha de gasa enrollada, a la
botella invertida llena de arena fina lavada y neutra o
vermiculita donde se desarrollará el sistema radical. Todo
el dispositivo sin la solución se envuelve en bolsa de
papel y se esteriliza en autoclave; antes de su uso se le
coloca solución nutritiva (Jensen, Norris, etc.) Pueden
hacerse más chicos, o con dos vasos de plástico uno
con arena/vermiculita y con una mecha no degradable
sumergida en la solución del vaso externo.

� Siembra: con semillas desinfectadas o con plántulas
creciendo asépticamente, o micropropagadas, 5-6 se-
millas para luego ralear a 2 por dispositivo

� Inoculación: puede incluirse con la semilla (peletea-
da) o agregarse una vez emergidas las plántulas a
razón de 1 mL de suspensión con 109 células/mL por
cada planta. Cuando las plantas están establecidas,
se cubre la superficie de arena con 2-3 cm de arena
parafinada o trozos de espuma plástica para evitar
desarrollo de algas y excesiva evaporación

� Incubación: el ensayo (cepas y testigos) se lleva a cá-
mara de cultivo controlado o invernáculo. Se repone la
solución a medida que se requiera, alternándola con
agua estéril

� La evaluación es la misma que efectuamos en el ensa-
yo de laboratorio

Ensayos de invernáculo o cámara con suelo
� se emplea suelo seco al aire y tamizado o bien cilin-

dros intactos de suelo que se obtienen en el campo
con ayuda de un cilindro metálico que se entierra para
extraer un pan que se coloca luego en bolsas duras
de plástico o en macetas. En este caso no hay altera-
ción del mismo.

Pero son sin duda los ensayos de campo los que permi-
tirán emitir opinión más acertada sobre el comportamien-
to simbiótico de combinaciones rhizobio-leguminosa.

Ensayos de campo
� Elección del lugar: los suelos con bajo número de rhi-
zobios y nitrógeno disponible son probablemente los más
útiles para el ensayo de cepas, pero para probar otras
cualidades además de la eficiencia, como la capacidad
competitiva, se requiere una alta población de rhizobios
nativos. El lugar debe estar lo suficientemente nivelado
para evitar el lavado luego de una lluvia y la contamina-
ción de las parcelas. Elegir el diseño experimental más
conveniente

� Tratamientos al suelo: si el propósito es comparar la
eficiencia de un grupo de cepas, las demás condiciones
no deben ser limitantes: nivel mínimo de fertilidad, pH,
dosis de inoculante, riego para evitar pérdidas por sequía,
etc. Por el contrario, si se desea comparar la capacidad
de las cepas para sobrevivir y nodular en el campo, las
condiciones deben ser las naturales

� Inoculación: a menos que el ensayo se establezca para
comparar distintos métodos de inoculación, ésta debe efec-
tuarse según las normas de práctica común en la zona.
Se desea establecer entre 1.000 a 10.000 rhizobios via-
bles/semilla

� Evaluación: en el momento del raleo ya se aprecia no-
dulación, pero ésta se evalúa al comienzo de la floración,
en unas 10 plantas por parcela: número y peso seco de
los mismos. Cosecha: una superficie determinada (1 m2)
para cultivos forrajeros y las líneas centrales para los cul-
tivo de grano. Se evalúa: peso fresco y seco de la parte
aérea, N% y producción de nitrógeno por hectárea. En
caso de granos: número de cajas o vainas por planta, peso
seco de las mismas y de los frutos, N% de frutos y se
calcula la producción de nitrógeno = N% x materia
seca(kg/ha)
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2-3 días y las de crecimiento lento, al cabo de 1 sema-
na. Son grandes, incoloras, mucosas, de superficie lisa
y brillante. Los contaminantes generalmente se colo-
rean con el rojo Congo, aunque hay excepciones como
Agrobacterium radiobacter y cultivos viejos de rhizobio

� repicar las colonias representativas en tubos de agar
inclinado con medio EMA con azul de bromotimol

Medio EMA con rojo Congo

manitol 10 g
K

2
HPO

4
0,5 g

MgSO
4
 7 H

2
O 0,2 g

NaCl 0,1 g
extracto de levadura 1 g
agar 15 g
rojo Congo (sol. acuosa 1/400) 10 mL
agua destilada 1 litro

Medio EMA con azul de bromotimol
� el mismo medio anterior: se sustituye el rojo Congo por

1 mL por litro de solución alcohólica al 1,6% de azul de
bromotimol. Ajustar el pH 6,8-7,0, repartir en frascos
(para preparar cajas) o en tubos de ensayo, esterilizar
e inclinar antes de solidificar

Selección de cepas de rhizobio

Se realiza a tres niveles: laboratorio, invernáculo o cá-

mara controlada y campo. Se parte de una colección
de cepas autóctonas y otras cedidas por centros de co-
lección.

� Desinfección de las semillas: colocar la cantidad de
semillas de leguminosas necesarias, de buen poder ger-
minativo, en un frasco y sumergirlas en alcohol a 70%,
agitando por 3-5 minutos. Volcar y agregar hipoclorito
de sodio al 2%, por 3-5 minutos. Lavar varias veces con
agua destilada estéril.

� Germinación: en los mismos recipientes se pueden dis-
tribuir las semillas sobre las paredes con una pequeña
cantidad de agua del último lavado, o bien colocarlas
sobre la superficie de agar-agua o medio EMA sin colo-

rante, o sobre algodón y papel de filtro en cajas estéri-
les, para su germinación a la oscuridad y temperatura
adecuada a cada leguminosa.

� Siembra e inoculación

Para leguminosas de semilla pequeña (Medicago, Tri-

folium, etc.) tubos grandes (19 x 2 cm) con 25 mL de me-
dio salino para plántulas, como el de Jensen :

CaHPO
4

1,0  g
K

2
HPO

4
0,2  g

MgSO
4
 7H

2
O 0,2  g

NaCl 0,2  g
Cl

3
Fe 0,1  g

agua 1 litro
agar 8  g
pH 6,8-7,2

� sembrar dos plántulas por tubo con ayuda de ansa

� llevar a solario y a la semana inocular con 0,2 mL de
una suspensión densa de células (109/mL) de las ce-
pas a estudiar (el contenido de un tubo de agar incli-
nado crecido 2-3 días se suspende con 5 mL de agua
estéril). Efectuar 8 o más repeticiones de cada trata-
miento

� se incluyen dos testigos:
                 T  =  sin inocular y sin nitrógeno

                 N  =  0,2 mL solución KNO3 al 0,05%

� llevar a cámara de cultivo con temperatura, fotoperíodo
e intensidad luminosa controlados de acuerdo a la le-
guminosa con que se trabaje. Las raíces no deben que-
dar expuestas a la luz. Los nódulos comienzan a apare-
cer en las primeras semanas. Anotar fecha de inicio de
nodulación y aspecto de ésta

� Evaluación: la experiencia concluye cuando se obser-
va la máxima diferenciación entre los tratamientos (T) y

(N), pero antes que los primeros comiencen a secarse
(6-8 semanas). Con ayuda de ansa o varilla se sacan
las plantas con el medio, se corta la parte aérea, se
coloca en sobre de papel con su correspondiente nu-
meración y se determina su peso fresco y luego su peso
seco a 65ºC, hasta peso constante.
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