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RESUMEN

Cuando se realizan estudios bioquimicos y
microbiol6gicos del suelo, diferentes alternativas
metodol 6gicas pueden ser utilizadas para recolectar,
transportar, almacenar y procesar €l suelocon el finde
evitar alteraciones en las propi edades microbiol 6gicas
y bioquimicas de las muestrasrecol ectadas. El secado
de los suelos, su refrigeracién, congelamiento o
mantenimiento a 25 °C son algunos de los tratami entos
a los cuales se someten las muestras para su
almacenamiento en el laboratorio. En el presente
estudio se investigo el efecto que sobre la poblacién
deNocardia asteroides y Nocardia brasiliensis tiene
el almacenamiento de muestras de suelo a4y 25 °C.
Para ello se inocularon muestras de suelo con
suspensiones de tales microorganismos, se
mantuvierona4y 25°Cy seevaluaronloscambiosen
la poblacién durante 12 semanas. Los resultados
indican quelapoblacion de N. asteroides a25°C se
mantiene relativamente establ e durantetodo el ensayo,
mientras que a 4 °C muestra una disminucion
importante en su poblacién. N. brasiliensis, por su
parte, presenta en el mismo lapso detiempo y alas
dostemperaturas de al macenamiento unaconsiderable
disminucién en su poblacién, siendo este efecto mas
marcado a4 °C.
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ABSTRACT

Inbiochemical and microbiological studies of the
soil, different methodological alternatives may be
applied to transport, storeand processthe samples
in order to avoid aterationsin its biochemical and
microbiological properties. Drying, refrigeration,
freezing or maintenance at 25 °C are some of the
treatments that can undergo soil samples for their
storagein the laboratory. The objective of the present
study was to investigate the effect of storage at 4 and
25°C on the population of Nocardia asteroides and
Nocardia brasiliensis. For that, soil samples were
inoculated with suspensions of such microorganisms,
stored at 4 and 25 °C, and the changes in the
populations were evaluated during 12 weeks. The
resultsindicate that the population of N. asteroides at
25°C stays stable, whileat 4°C therewasanimportant
decreaseinitspopulation. N. brasiliensis, on the other
hand, presents, at the two storage temperatures, a
considerable decrease in its population, although this
effectismoremarked at 4 °C.
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INTRODUCCION

Los estudios microbiolégicos del suelo
constituyen un area de gran interés, debido
principal mente, aque los microorganismosdel suelo
participan en procesos involucrados en € flujo de la
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energia y en la dinamica de nutrientes de los
ecosistemas, son unafuente muy diversaeimportante
de metabolitosdeinterésbiotecnol6gicoy porquelos
suelos son el hébitat natural de microorganismos
causantes de enfermedades en plantas, animalesy el
hombre (Horner et al., 2003; Beareet d., 1997)

Cuando se realizan estudios bioquimicos y
microbioldgicos del suelo, diferentes alternativas
metodol dgicas pueden ser utilizadas para recolectar,
transportar, almacenar y procesar el suelo conel fin
de evitar alteraciones en las propiedades
bioquimicas y microbiolégicas de las muestras
recolectadas. Un almacenamiento inadecuado delas
muestras puede afectar negativamente a las
comunidades microbianas, disminuyendo su tamafio
y actividad, razon por la cual lo ideal es procesar
cuanto antes la muestra de suelo fresco, aunque por
diversasrazones esto no siempre esposible, deahi la
necesidad de recurrir a su amacenamiento (Trabue
etal., 2006; Zormozaet al., 2006).

El secado a aire 0 a40 °C constituye una préctica
muy comun paraestabilizar y almacenar suelos, yaque
sus caracteristicas fisicas y quimicas no varian
significativamente con el tiempo, pero no es
recomendado cuando se hacen estudios bioquimicos
0 microbioldgicos, yaque el secado destruye unaparte
importante delapoblacién microbiana(Mondini etal.,
2002; DeNohili etal., 2006).

Otraopcion parael mantenimiento delas muestras
es incubarlas a una temperatura entre 25 y 30 °C,
aunque esto puede alterar de maneraimportante sus
caracteristicas originales, ya que continlian algunos
delos procesos que de maneranatural tienen lugar en
€l suelo, como ladescomposiciony mineralizacion de
la materia organica, lo que trae consigo que, con €l
tiempo, ocurran modificaciones significativas en los
valores de estos y otros parametros (Breitenbeck y
Bremner, 1987).

Larefrigeraciéna4 °C o e congelamientoa-20°C,
son otras opciones utilizadas en la conservacién de
las muestras, y aunque pocos estudios han sido
realizados para determinar el efecto que estos
tratamientos pueda tener sobre los diferentes grupos
de microorganismos, algunos reportes indican que
ambas opciones pueden modificar e tamafio de las
poblaciones bacterianas, asi como también sus
actividades (Breitenbeck y Bremner,1987; Stenberg et
al.,1998; Rosset al.., 1980).

Con el presente estudio se ha querido
investigar el efecto que tiene la conservacion de
muestras de suelo a4y 25 °C sobre la poblacién
de dos microorganismos edéaficos, N. asteroides
y N. brasiliensis. Esto con la finalidad de
determinar la manera més conveniente de

almacenar los suelos pararealizar estudios dirigidos
a aislar y/o cuantificar las poblaciones edaficas de
estas especies.

MATERIALES Y METODOS

Caracteristicas de la muestra de suelo.

Lamuestrade suelo proviene de unazonacercana
alapoblacion de Humocaro Bagjo, estado Lara, y fue
tomada hasta 10 cm de profundidad. Las
caracteristicas fisicoguimicas de la muestra han sido
descritas en un trabajo ya publicado (Ramirez et al.,
2003) y brevemente, son las siguientes: es un suelo
franco-arcilloso, con 38 % de arena, 30,4% de limo,
31,6% de arcilla, su pH es de 7,27, tiene 8,57% de
capacidad de campo y 1,20 % de carbono, 2,08% de
materia organica, 0,13% de nitrégeno, la relacion
carbono/nitrégeno esde 9.2, el contenido de humedad
de6%Yy presenta2 ppmdefésforo, 175 ppm de potasio,
375 ppm de magnesio, 114 ppm de sodio y 2.680 ppm
decdcio.

Esterilizacion del suelo.

La muestrasetamizd conuntamiz (EndecottsLTD,
London, England) de 10 mesh (<2 mm), sedegjd secar a
temperaturaambiente (~25°C) por 24 h y sehumedecio
con aguaestéril hastael 60% de su capacidad de campo,
seincub6 a31°C por 72 horasy finalmente seesterilizd
enautoclave durante2hal121°Cy 15librasdepresion.
Serepiti6 este procedimiento 2 veces. Por Ultimo sesecd
al05°Cpor 72h.

Preparacion del inéculo bacteriano.

Seprepararon dos cultivos de N. asteroides ATCC
10905y N. brasiliensis LMS 3 en caldo nutritivo y se
incubaron a 31° C durante 7 dias. Se homogeneizaron
con un pistén de vidrio estéril y el homogeneizado se
centrifugd a4500 r.p.m durante 30 minutos, se descarté
€l sobrenadantey e sedimento celular selavétresveces
con solucion salina fisioldgica estéril para finalmente
resuspenderlo en 5 mL de SSF estéril y gustarlo al
patron 1,0 de McFarland.

Inoculacion de las muestras de suelo.

Dos muestras de suelo, de 50 g cada una,
colocadas en sendas placas de Petri, seinocularon
con 3 mL delasuspensiénde N. asteroidesy otras
dos muestras con N. brasiliensis. Para ello se
agregaron 3 mL del inéculoy suficiente cantidad
de aguadestiladaestéril paraajustar el contenido
de humedad hastaun valor del 6 %. Cada muestra
semezcld bien hasta homogeneizar y sedej6 24 h
a temperatura ambiente para la estabilizacion del
sistema suelo-in6culo. Al término de este tiempo,
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se cuantificaron las poblaciones de Nocardia,
como se describen mas adelante, y lamitad delas
muestras se guardd a 4°C y la otra mitad se
mantuvo a temperatura ambiente del laboratorio
(~25 °C) durante 12 semanas. Se hicieron
cuantificaciones de las poblaciones de Nocardia
despuésdel, 2, 4, 6y 12 semanas.

Estimacion de la poblacion.

De cada una de las 4 muestras de suelo se
procesaron 3 submuestras (3 réplicas) y paraello
se tomaron 2 g. de suelo de cada submuestray se
resuspendieron en 18 mL de SSF estéril, delaque
se prepararon diluciones seriadas hasta 10°7. De
cadadilucién se sembraron 4 réplicas de 50 uL cada
unaen 150 uL de caldo nutriente estéril distribuido
en microplacas detitul acion de 96 pozos (Microtiter
System). Este procedimiento se repitié para cada
submuestray seincubd a31° C durante 15 dias. Se
consideré como resultado positivo el desarrollo de
crecimiento y los valores de poblacion se
calcularon utilizando el método del nimero mas
probable, mediante tablas estandarizadas para 4
réplicas (Woomer, 1994).

Analisis estadistico.

Los resultados de |a poblacion microbiana (n)
se normalizaron calculando el log de n+1 y las
comparaciones estadisticas se realizaron mediante
el andlisis de varianza (ANOVA) en unaviay el
test de diferencias honestamente significativas de
Tukey para comparaciones a posteriori de las
medias. Las diferencias se consideraron
significativas a un nivel de p<0,05. Se utiliz6 el
paquete "STATISTICA for Windows".

RESULTADOS

La figura 1 muestra el comportamiento de
N. asteroides y N. brasiliensisa 4 y 25°C en
todo experimento. Después de una semana de la
inoculacion delasmuestras, tantoa4 comoa25°C se
observé un importante aumento (P < 0,05) en la
poblacién de ambas cepas.

El inéculoinicial de N. asteroides a4° C fue de
4,7 x 108 células por gramo de suelo (c/gs) y
transcurrida la primera semana aument6 (P<0,05) a
1,13x 108 c/gs, mientrasqueN. brasiliensis al final de
|aprimera semana de refrigeraci én aumenté (P<0,05)
de1,1x 105 a 1,5x 107 c/gs. Al medir lapoblacion de
N. asteroides y N. brasiliensis en los suelos
conservados a 25° C se observd un incremento
(P<0,05) de4,2x 10°a 1,5x 108 c/gs y de4,6x 104
a5,1 x 105 c/gs respectivamente.

A la segunda semana se observé quea4 °C
N. asteroides disminuyd su poblacion hasta
4,3 x 107 c/gs, y dos semanas mastarde 1o hizo en
un orden de magnitud mas, alcanzando valores de
5,5 x 106 c/gs. Estareduccion répidase detuvo en esta
semang, sin desaparecer, yaqueapartir delasiguiente
y hasta la 122 semana, hubo una disminucion de la
poblacién, sin variacion en €l orden de magnitud.

A 25°C N. asteroides mantuvo su poblacién en el
mismo orden hastalacuartasemana(1,1y 1,2 x 108 c/gs
alasegunday cuarta semana, respectivamente). La
disminucion (P<0,05) fue en casi un orden de magnitud
entrelasemana6y lal2, e tamafio delapoblacién se
mantuvo, 8,3y 9,2 x 107 c/gs, respectivamente.
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Figura 1: Efecto de la temperatura sobre la poblacion de
Nocardia asteroides y Nocardia brasiliensis
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Por su parte, lapoblacion deN. brasiliensis a4 °C
mostré unacaidaimportante (P<0,05) de 1,5 x 107 c/gs
a5,5x 104 c/gsentrelaprimeray lasegundasemana.
Esta disminucién tan acentuada, que alcanzo los tres
ordenesde magnitud, se hizo méslentaapartir dela22
semanay alcanzo suminimo valor (1,5x 103 ¢/gs) 10
semanas después.

El comportamiento de N. brasiliensis a 25° C fue
muy parecido al de éstamismaespecie a4 °C, aunque
ladisminucién en su poblacidn no fue estadisticamente
significativa sino hasta la 62 semana; a partir de este
momento la poblacion disminuy6 (P<0,05) en un
orden de magnitud, alcanzando entonces un valor
de 9,2 x 103 c/gs después de 12 semanas de
amacenamiento.

En conclusién, después de la inoculacion de las
muestrasde sueloy del aumentoinicial delapoblacion
alas dos temperaturas estudiadas, N. asteroides a
25 °C se mantuvo comparativamente estable
durante el resto del ensayo, mientras que a4 °C
mostré una disminucién importante en su
poblacién. N. brasiliensis, por su parte present6 en
el mismo lapso detiempo y alas dos temperaturas de
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almacenamiento una considerable disminucién en
sus titulos, aunque este efecto negativo fue mas
marcadoa4°C.

DISCUSION

Esta muy bien documentado, que las propiedades
bioguimicas y microbioldgicas del suelo pueden
cambiar en funcion de las condiciones de
almacenamiento de las muestras. Los resultados
obtenidos en el presente estudio indican que entre
las dos alternativas utilizadas, el mantener |os suelos
a 25 °C eslaque tiene menos ef ectos negativos sobre
la poblacion de las cepas estudiadas. L os resultados
indican también que lacepade N. brasiliensis esmés
sensible que N. asteroides a cualquiera de las dos
condiciones de almacenamiento, pues, tanto a 4 °C
como a 25 °C su poblacion disminuye a lo largo de
todo el experimento, siendo mas marcada dicha
disminucion con la refrigeracion. Desconocemos la
razén de estas diferencias mostradas por las dos
especies estudiadas y seriaimportante confirmar este
comportamiento con otras cepas de N. asteroides y
N. brasiliensis.

Por otra parte, en nuestros resultados se puede
observar que la poblacién de las dos especies
estudiadas aumenté significativamente después de una
semana de inoculados los suelos. Este fendmeno, ha
sido reportado por otros investigadores vy tiene su
explicacién en que la esterilizacion de los suelos
provocalalisis delosmicroorganismosoriginalmente
presentes en lamuestrapor lo que su biomasase hace
disponible como fuente de carbono y nitrégeno, para
ser aprovechada por |0s microorganismos recién
inoculados, los que en consecuencia aumentan en
cantidad (Aceaet al., 1988; Katsifaset a., 2000). Una
vez que estos sustratos de origen microbiano y de
facil utilizacién comienzan aagotarse, losinoculantes
necesitan obtener sus elementos nutritivos de la
materia organica humificada, no tan facilmente
utilizable, por lo quelapoblacién se mantiene estable
tal y como ocurre conlacepadeN. asteroides cuando
lamuestrade suelo se mantienea 25 °C o disminuye,
como se observa en nuestro estudio con €l resto de
las muestras.

CONCLUSIONES

Almacenar las muestras a 25 °C, constituye la
maneramas conveniente de conservar |os suelos para
realizar estudios dirigidos a aislar y/o cuantificar las
poblaciones edéficas de Nocardia. Sin embargo,
hay que tener en cuenta que bajo esta condicién
y adiferenciade N. asteroides, la poblacion de

N. brasiliensis después de tres meses de
almacenamiento, vaaestar muy por debajo delos que
tenia originalmente, lo cual puede conducir a
subestimar losvalores quelapoblacion tendriaensu
habitat natural .
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