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INTRODUCCTION

El presente trabajo se refiere a un estudio sobre actividad bio
quimica y microbiolégica de un suelo forestal procedente del Desierto

de los Leones ubicado en el Distrito Federal.

Las referencias bibliogréficas que se tienen sobre estas carae
terfsticas de suelos forestales proceden de diferentes paises, no -
existiendo datos de estas propiedades en suelos de México, esto sefia-
la la necesidad de efectuar estos estudios, ya que de un suelo a -
otro sus caracterfsticas cambian debido a las condiciones fisicoquimi

cas y biolégicas gue prevalecen.

El andlisis de actividad bioqufmica tiene como fundamento la -
cuantificacién de enzimas exdégenas, y de microorganismos con actiyi—
dad enzimética especifica, obteniendo con esto un panorama general -
del proceso de degradacién del material orgénico vegetal cafdo al sue

lo.

Desde el punto de vista ecolégico del suelo el papel principal
de la microflora y fauna del suelo es el de funcionar como transforma
dores atraves de reacciones de oxido reduccién. Los productores auto
tréficos y los consumidores heterotréficos devuelven al suelo sus—
productos metabélicos y sus cuerpos en forma de materia orgénica muer
ta. La microflora del suelo gue oxida o reduce esta materia orgéni
ca libera nutrimentos y coproductos crganicos como el Humus gue son-
utilizados por las plantas y por una enorme variedad de animales sa-

préfagos y carnivoros.



Este proceso incluye también la mineralizacidén de elementos co
mo el nitrégeno, las actividades simbiéticas de la microflora y en -
cuanto a la fauna la fragmentacidn mecénica de los residuos vegetales,
su mezclado, la formacién de agregados etc. Todos estos procesoS se-
combinan para mantener la fertilidad del suelo. Las comunidades: de-
la microflora y fauna del suelo son estructuralmente y funcionalmente

muy complejas.

Este trabajo comprende a una pequefia zona del suelo forestai -
mexicano y uno de sus propésitos es el de iniciar su estudio, para -
contribuir al conocimiento de su fertilidad y asi saber como actuar -
en el mejoramiento y conservacién de los suelos forestales, esto dlti
mo como una prevencién a un futuro desequilibrio ecolégico ya sea en-

forma natural o por la presencia del hombre en estos suelos.

-



I GENERALIDADES

La presencia de enzimas extracelulares en ei suelo se debe a -
el rompimiento y muerte de las células microbianas o a la seﬁreciﬁn -
de enzimas por células vivas, ya sean microbianas o vegetales, estas-
Gltimas procedentes de residuos de plantas o de las raices, asf{ como-

también de animales del suelo. Para el estudio de la actividad de

i

las enzimas en el suelo varios investigadores establecieron que el -
suelo puede ser considerado como una entidad biolﬁgica o tejido (101).
Sin embargo las enzimas no han podido ser aisladas de este "tejido es-
pecial" con facilidad como sucede en los tejidos vivos y esto se debe
a que las enzimas tieden a unirse fuertemente a la-arcilla y constitu
yentes hdmicos. Para distinguir con certeza la actividad catalitica-
debida a material inorgénico de la actividad catalftica intracelular,
se han usado inhibidores que detengan la actividad microbiana y no da-
fen a las enzimas extracelulares, sin cambiar las propiedades fisicas
y quimicas del suelo. A la fecha no se ha encontrado un inhibidor —
ideal, el més usado es el tolueno, pero con esta substancia se presen
ta cierta actividad microbiana después de un cierto tiempo de incuba-
cién, otra forma de eliminar la actividad microbiana es por radiacio-

nes de alta energfa.

Se ha tratado de encontrar una® relacién entre la actividad en-
zim&tica y ndmero de microorganismos en el suelo o con el tipo de -
planta, pero su interpretacién ha sido dfficil ya que el suelo es un—
complejo de factores que interaccionan para dar las caracteristicas -
del suelo. Aungque se ha logrado relacionar en forma general ciertos-—
factores, por ejemplo lacantidad de enzimas en la rizosfera es diferen
te del suelo distante de la rizosfera. Todos los microorganismos pro

ducen enzimas extracelulares, la mayorfa de estas enzimas rompen molé



culas de alto peso molecular. Al estudiar Aspergillus oryzae (16) se

ha visto gue las enzimas son liberadas con cierta secuencia, primero-
las carbohidresas y fosfatasas luego proteasas y esterasas y finalmen
te catalasas, unas son liberadas en la fase inicial del crecimiento y
otras en la fase estacionaria o en la fase de declinacidn. Phaff -
(75) determind que las amilasas, celulasas, pectinasas son liberadas—
por bacterias y hongos. Se observd que las fosfatasas alcalinas son-

excretadas por Bacillus subtilis bajo ciertas condiciones (11). Por

otro lado Jacgquet (49) establecid que un gran ndmero de bacterias li-

beraen fosfatasas.

Daragan, Suschova y Katznelson (18) relacionaron diferentes ac
tividades de las enzimas de los microorganismos. Geller y Dobroto- -
vorskaya (26) sugirieron que la acumulacidn de fosfatasas es debida a
la actividad de microorganismos. Kiss y Peterfi (84) concluyeron que
la alfa glucosidasa, betagalactosidasa, amilasa e inulasa son produ-
cidas por microorganismos, pero la invertasa es liberada por plantas.
Hofmann y colaboradores (40) sefialan gque las enzimas extracelulares o
libres provienen exclusivamente de microorganismos. Balicka y Trze—
binski (4) establecieron gque las actividades enziméticas in vitro de-
los microorganismos son altamente adaptativas por el hecho de anadir-

substratos.

Muchos investigadores consideran que en la rizosfere existe -
una gran actividad anzimética, pero no saben a quien atribuirselo, si
a las rafces de las plantas, microorganismos o a los residuos de plan
tas. Con respecto a la fauna del suelo Kiss (55) establecid que el -

Lumbricus terrestris contribuye a la actividad de la invertasa. Se -

han estudiado algunos aspectos sobre la catédlisis inorgénica, como el



caso de la descomposicién de perdxido de hidrdgeno, hidrolfsis de es-
teres por intercambio de iones, hidrolfsis de glicerofosfato por ce-
rio, torio, lantano, descarboxilacién de &cidos acéticos por ciclo -

dextrinas (88).

Debido a gue las enzimas se encuentran unidas a las particulas
de arcilla es diffcil aislarlas, la primera enzima gque se logré aislar,
fue la ureasa obtenida por Briggs y Segal en 1963 (7). Como las enzi
mas en el suelo se encuentran en un medio muy especial, la mayorfa -
de las reacciones ocurren en una interfase lfquido-sélido, estos as—
pectos fisicoquimicos fueron estudiados recientemente (69) encontrén-—
dose caracterfsticas muy especiales. La mayoria de las protefnas -
liberadas en suelo son rdpidamente absorbidas por las particulas de -
arcilla ocurriendo esto a diferentes pH. Hay complejos enziméticos -
proteolfticos que son absorbidos y conservan Su capacidad, hidrolizan
do a las protefnas abisorbidas a la arcilla (88) y esto es debido & -
que ningdn microoganismos puede actuar, sobre una protefna adherida a

las particulas.

En cuanto a la velocidad de reaccifin se encontré que las enzi-

mas extracelulares de Pseudomonas y Flavobacterium hidrolizan més ré-

pidamente que una sdlucién de lisozima (88). Kroll y Kramer (60) no-
encontraronlalguna influencia de la alisorcién de proteinas, en la ac—
tividad de las fosfatasas, para el caso de invertasa se encontrd mayor
activacién siempre y cuando se agregara sacarosa. Glastyan y Hubner-
(28,47) separadamente observaron una considerable inactivacién de in
vertasa, amilasa, ureasa, Yy peroxidasa afiadidas al suelo, asi como -
carbohidrasas. Haig (35) encortré que la localizacién de la activi——
dad enzimética mayor sobre las partfculas de suelo, principalmente -

activada esterésica, correspondfa a la fraccidn arcillosa.



Los andlisis de enzimas extracelulares del suelo no han teni
do una buena aplicacién préctica, se han querido establecer {ndices -

biolégicos, para asi tener una referencia de la fertilidad del suelo.

Los métodos usados para medir la actividad enzimdtica, no re—
producen con exactitud, las condiciones que prevalecen en el suelo, -
ya sean ffsicas, quimicas y biolégicas, como son hdmedad, pH, tamafio-
de la partfcula, contenido microbiano etc... es por esto gue la mayo-—
rfa de los investigadores, no han encontrado una relacién astable,' -
sin embargo Hofmann (41) establece una relacién entre la actividad en-—

zim&tica y productividad, siendo esté& relacién directamente proporcio

nal a la actividad biolégica en general.

Para medir la actividad enzimé&tica se pone el substrato adecua
do, un inhibidor de la actividad microbiana, el suelo por analizar, -
un amortiguador adecuado y después de un cierto tiempo de incubacién,
uno o mé&s productos de la reaccidn o parte del substrato remanente son

medidos por métodos quimices apropiados.

Glastyan (27) hizo un estudio de cinética enzimdtica en el sue
lo, de una gren variedad de enzimas estableciendo gque no hay asimila——
ciédn de los productos de reaccién enzimética por los microorganismos—
del suelo y que la autélisis de las células microbianas durante el -
tiempo de incubacién, no incrementa la actividad enzim&tica, es por —
esto gue el tolueno a pesar de que causa 1{sis microbiana y no es un-
.inhibidor eficaz se usa en forma comdn en las técnicas para medir ac-—
tividad enzim&tica. Beck (5) establecié que el efecto imhibidor del -
toluenc dependfa del pretratamiento y contenido de hdmedad de un sue

lo en particular. Se considera que las bacterias gram positivas y -



Streptomyces son m&s resistentes al tolueno que las gram negativas,-

también se ha encontrado gue el tolueno sirve como precursor alimenti

cio para ciertos microorganismos como son Pseudomonas y Achromobacter.

‘En este trabajo se utilizé como inhibidor el tolueno, ya que -
es el gque menos cambia las propiedades del suelo y ademds el tiempo-
de incubacién con el suelo no fue mayor de 24 hrs. para que fuera em-—
pleado como precursor de carbone en cantidad significativa. Swingle—

y Branson (96) establecieron que el tolueno al 0.1% es preferido como

precursor de carbono microbiano en comparacién con otros hidrocarbus—

ros, Hoffmann (42) indic6 gue el tolueno es adecuado para los propési
tos de andlisis enzimético. Otros inactivadores quimicos son el fe—
nol, timol, cloroformo, gter, pero tienen més inconvenientes que el -
tolueno. Scharrer (85) estableci6 gue la radiacién ultravioleta dis-
minuye la actividad enzimdtica. Dommergues (20) estudié las radiacio
nes infrarojas. @Quizas las rediaciones més adecuadas, SOn la radia-——
cién de enetgfa ionizante, los rayos X y rayos gama. Vela (100) -
estudié el efecto de los rayos gama sobre los microorganismos del ci-
clo de nitrégeno y observé disminucién de la fijacién de nitrdgeno, y
un aumentd en la actividad uredsica. En si las radiaciones esterili-
zan, pero cambian ligeramente las propiedades fisicoquimicas del sue-

1o

La actividad enzimética extracelular permanece por un determi-
nado tiempo, es por esto gue al almacenar la muestra de suelo se co—
rre el riesgo de que baje la actividad enzimdtica. Diferentes inves-
tigadores han examinado la influencia del desecamiento de la muestra—
sobre el contenido de enzimas, Jackman y Black (50) establecen que la

actividad fitdsica es mayor en el suelo con su hémedad natural que en

\



suelo secado. Geller y Dobrotovrska (25) notaron una reduccidn en la
actividad de la fosfatasa después de secar en la muestra. Ross (81)—
quién investigé la influencia del secado y refrigeracién en las mues—
tras de suelo, también encontrd menos actividad en invertasa y amilas

sa principalmente por el secada.

Los métodos m&s usados para la esterilizacién como son vapor- —
sobrecalentado y altas tempraturas, son aplicados en el caso del sue-
lo perocon mayor tiempo de exposicidn,es por esto que la inactivacién
de las enzimas regquiere mayor temperatura a los 60 o 79°C se logra -
inactivacién, pero con probabilidades de una reactivacién, a los -

180°C se logra la inactivacién completa.

Las enzimas investigadas en este trabajo fueron 5 y son: la -

ureasa, fosfatasa, deshidrogenasa, amilasa y celulasa.

DESHIDROGENASAS

Estas fueron primeramente investigadas por Lenhard (62). Ste—
venson y Katznelson (91). Stevenson (92). Schaefer (86). Kozolov: -
y Mikhailova (56). Kozolov (s7). Hirte (39). Glastyan (29). Casida
(10). Peterson (74). La determinacién de la actividad deshidrogené-
sica en el suelo nos da una idea de la actividad biolégica existente-
en la poblacién microbiana y por esta razén no se usan agentes bacte-
riostaticos o esterilizantes ya que la deshidrogenasa libre en el -
‘suelo es rara. La prueba es generalmente llevada en condiciones @&an-
aerobicas, aunque como Casida (10) indica que el oxfgeno en realidad -

no afecta el proceso.



No se ha disefiado una técnica para comprobar la actividad des-—
hidrogenésica en cajas petri, pero se ha visto que al afiadir metaboli
tos especificos el nimero total de microorganismos aumenta. Varios -
investigadores han establecido inhibidores, activadores y substratos-
especificos para la deshidrogenasa (BB) entre los inhibidores esta el
cloroformo, y como factores negativos el pH elevado de suelo salinos,

como activadores la coenzima uno.
FOSFATASA

Los primeros investigadores de este tipo de enzima son Rogers-
(79). Skujins (87). Vlasyuk (102). Kroll (59). Overbeck y Baben—
zien (71). Drobnikova (21). En el caso de las fosfatasas Rotini (83)
en 1932 sefiald su presencia, en 1942 Rogers (79) 1o demuestra y su- -
giere gue provienen de las raices de las plantas. Mortland y Giese-—
king (66) indicaron gque la arcilla inhibe la actividad fosfatédsica vy
que esta inhibicién es proporcional a la capacidad de intercambio de-
cationes de la arcilla. En el caso de las fosfatasas su actividad -
puede ser medida en base a los productos obtenidos, por ejemplo si -
se usa como sustrato fenil fosfato se puede medir el fenol o el fosfa
to inorgénico, los primeros que usaron este sustrato fueron Kroll y -
Kramer (59) quienes midieron el fenol liberado, a continuacién se des

criben algunos de los sustratos utili2ados por diferentes investigado

res.
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SUBSTRATO PRODUCTO CUANTIFICADO INVESTIGADOR

Fenil Fosfato Fenol Kroll y Kramer

Fenolftaleinfosfato Fenol Krasilnikov y Kro-
telev.

Fenil Fosfato Fosfato Drobnikova

Glicerofosfato Glicerol Kiss y Peterfi

Glicerofosfato Glicerofosfato Skujins.

Dorbnikova (21) estudié la actividad de la fosfotasa con res—
pecto al pH, Vlasyuk (102) en lo relativo al efecto de la rizosfera.-
Se han originado varias controversias sobre el pH dptimo de actividad
de las fosfatasas, pero lo que sucede es que hay diferentes tipos de-

fosfatasas, que actian a diferentes valores de pH en un mismo suelo.

Kelling (53) reporté una relacién positiva entre la actividad-
fosfatédsica alcalina y los niveles de nitrdgeno y carbono en el suelo.
La adicién de fertilizantes orgénicos y minerales incrementa la acti-
vidad, en tanto que con fertilizantes que contienen fésforo disminuye,
ya que la disponibilidad de fésforo es la que limita la actividad, -
(88). En ciertos suelos los hongos son los que més contribuyen a es—
ta actividad, en otros las bacterias y actinomicetos, Drobnikova (21)
y Burangulova—Khazierv (9) concluyeron qué la actividad de las fosfa-
tasas depende del tipo de partfculas y propiedades fisicoquimicas -
del suelo. Ramirez-Martfnez (76) examinaron con detalle los factores
involucrados, encontrando variaciones en la actividad fosfatdsica de-
bido a la manera de colectar y almacenar la muestra, bajo diferentes-
condiciones de hdmedad y desecamiento, y no encontrardn relacién en—

tre el nfmero microbianoc y la actividad fosfatésica.
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AMILASAS

Entre los investigadores gue la han estudiado tenemos a Drobni
kova (21). Glastyan (28). Ross (80). Hofmann y Hoffmann (43). -

Overbeck y Bebensien (71). Peterson (73).

Con respecto a la actividad de las amilasas se ha observado -
que hay una proporcién directa con el contenido de materia orgénica y
con la capacidad de intercambio catidnico (88). Se ha notado también
un incremento de la actividad al afiadir cloruro de sodio, siendo evi-
dente que los suelos en general contienen més beta amilasas que alfa-
amilasas (43). Para determinar su actividad es necesario médir los-
azlicares reductores producidos al incubar suelo y almidén soluble, -
La actividad m&xima de la amilasa parece estar a un pH de 5.5 a 6.0.-
Se estipula que las amilasas son producidas en forma adaptativa al me

dio (43).
CELULASAS

Sorensen (89) y Markus (64) han estudiado este tipo de enzimas.
Las celulasas tienen una vital importancia en la disponibilidad de -
fuentes de carbono en el suelo. Sorensen fue el primero gque sugirié-
la presencia de celulasas extracelulates. Por otro lado se deben uti
lizar los métodos més adecuados para su andlisis, para ello Markus, -
establecié que hay diferencias marcadas entre un suelo tratado con to

lueno y uno no tratado.
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UREASA.

Ha sido descrita por Rotini (83). Glastyan (28) Conrad (14).-
McLaren (68). Kuprevich (61). Vvasienko (99). Novogrudkaya (70). -
Glastyan y Tayupa (30). La actividad ureésica parece estar correla—
cionada con el némero de microorganismos y se incrementa con la canti
dad de materia orgénica, tipo de rizosfera y clase de plantas, su ac-
tividad mé&xima se encuentra en un pH de 6.5 a 7.0. En suelos alcali-
mos y ricos en carbonatos baja su actividad. Se ha visto que el ta——
lueno incremente su actividad ya sea por el crecimiento de microorga-

nismos o por la 1lisis de los mismos.

Entre las enzimas més estudiadas seglin reportes de bibliogra—
ffa se encuentran las Lipasas, Glucosidasas, beta fructofuranosidasas,

Liasas, Fitasas, Nucleotidasas, Acetil esterasas, catalasas.

Algunos de los métodos de cuantificacién de microorganismos en
el suelo se basan en la ténica de dilucién la cual se aplica a tubos-
o cajas petri, conteniendo medios de cultivo especificos. Los suelos—
forestales generalmente tienen un alto contenido de materia orgénica-
que esta relacionada con el ndmero de microorganismos encontrados, en

ellos son muy abundantes bacterias, actinomicetos y hongos.

M. Goodfellow (31) encontré en este tipo de suelo, gue las dife
rencias en cuanto al ndmero total de bacterias no variaba significati
Qamente de un horizonte a otro y segin Gray el 15% de bacterias son -
capaces de producir colonias en cajas petri, lo gue inﬁica que la -
cuantificacién de bacterias en cajas petri es incorrecta. Mary J. Cobb

(13) estudio dos tipos de suelo forestal, uno con vegetacidn de abeto
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y otro con arboles de hojas deciduas, estableciendo que en el suelo -
con abeto el contenido de bacterias disminufa al aumentar la hdmedad-—
y gue los actinomicetos y hongos disminufan con menor hdmedad. En -
cambio en el suelo de Bosque de hojas deciduas las bacterias dismi- -
nufan si la hdmedad bajaba, en los actinomicetos no hay relacién esta
ble y para los hongos, la relacién es directamente proporcional. Es-
ta investigadora también establecié que la refrigeracidén (no especifi
cando cuanto tiempo fue refrigerada la muestra) ocasionaba en ambos —
suelos un incremento en las bacterias, disminuyendo después a un va—
lor permanente, observéndose gque los suelos que exhiben este incremen
to son los que estan sujetos a condiciones climaticas frias. Por otro
lado no encontrd una relacién estable entre el nimero de microorganis
mos y la concentracifn de iones hidrégeno sin embargo Jensen (52) di-
ce que hay una relacifn positiva entre el pH del suelo y el ndmero de
bacterias y actinomicetos. Cobb menciona gue Bokor encontrd una relg
cidn directa entre el nimero de bacterias y contenido de materia orgé
nica, siempre y cuando la concentracién de iones hidrégenc permanez—
ca constante. Cobb no establecié alguna relacién del nimero bacteria
no con la temperatura del suelo, en lo referente a la profundidad en-
contrd menor cantidad en el subsuelo que en el suelo superior debido-
a diferencias ffsicas, qufmica y nutricionales. Ambos suelos el de ve
getaeidn de abeto y el de hojas deciduas tienen igual contenido orgé-
nico y m&s o menos el mismo contenido "de hdmedad en la parte de sub—
suelo también encontrd gue hay un cambic més dréstico en nimero de mi
croorganismos y propiedades fisicogufmicas del suelo superior con ve-—
getacidn de abeto a su subsuelo gue en el suelo forestal de hojas de—

ciduas a su subsuelo.
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Entre los subsuelos de los dos tipos de suelo (abeto y hojas =
deciduas) no se encontrd relacién alguna entre el ndmero bacteriano.-
Ciertos factores afecta de igual manera a los 4 horizontes como es la
temperatura. Respecto a capacidad de campo no es la misma ya que a —
mayor capacidad de campo mayor contenido de materia orgénica. De los-—
4 horizontes estudiados el que menos exhibe paralelismo con los demés
es el subsuelo forestal de hojas deciduas, esto se atribuye a la con-
centracién de hidrdgeno y no a la cantidad de hémedad o a la influen-
cia de las plantas superiores y a la capacidad de alimentacién de las

bacterias.

De acuerdo a S.C. Vandecaveye y H. Katznelson (98) la relacién
carbono nitrégeno del suelo tiene un efecto directo sobre la calidad-
e intensidad de actividad microbiana ya que la vegetacidn y tipos de-

microbios del suelo influyen sobre esta relacién.

Como el suelo de transicién de turba-podzol tienme un gran con-
tenido de materia orgénica, podemos relacionarlo de cierta manera con
el suelo forestal. En los suelos de Transicién de Turba-podzol se en
contraron microorganismos pectinolfticos, no encontrdndose celulolfti
cos, observéndose que la mayorfa de los microorganismos necesitan -
extracto de levadura para su crecimiento. En la parte final de la -
transicién hay un incremento de la capacidad de campo y el pH con dis
minucién de hongos, también se observé en ciertos casos que los hon—
gos disminuyen sin gue haya cambio en el pH del suelo (45). Segln -
.Gray y Raylos (1935) hay predominancia de bacterias en suelos &cidos.
Jensen establecid que los actinomicetos se encuentran‘en poca canti-—
dad en suelos 4cidos. En los sﬁelos de transicién el crecimiento de—

bacterias gram negativas no tuvo relacién con los factores del suelo,
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se encontraron Bacillus que no redujeron los nitratos y Pseudomonas -
que si reducian nitratos a nitritos sin produccién de gas. Al comparar
el suelo de transicidn y un suelo de cultivo se encontré que en el -
suelo de cultivo los microorganismos requieran menos extractb de leva
dura y més extracto de suelo para su desarrollo. En el suelo de tran
sicién las Pseudomonas tenfan la mayor actividad proteolftica y Baci-

1llus la actividad amilolftica.

En el estudio de los actinomicetos se ha encontrado gue forman

el 20 al 3% del total de microorganismos en la mayorfa de los suelos.

En suelos &cidos tipo podzol y suelos neutros tipo mull, los -
actinomicetos disminuyen con la profundidad menos répidamente gue bac
terias y hongos y son ligeramente més numerosos en 1los horizontes més
profundos, resistiendo mds la acidez del suelo. Segtn C.T. Croke. vy
F.E. Chase (15). La microflora del suelo forestal es diferente a la-
de su mantillo y se asemeja a la del suelo de pradera, segin Stout -
(95), analizé cuatro tipos de suelos y encontré diferencias entre -
ellos sugiriendo que habfa una relacién con el contenido de materia -
orgénica y propiedades especificas como es la alta salinidad, que la-
dominancia de bacterias fermentadoras se relaciona con el tipo de sue
lo, no encontrd relacién del pH salvo en condiciones de extrema aci—
dez, establecié que no hay una misma flora bacteriana en un mismo ti-
po de suelo, variando en cantidad y calidad, que el orfgen e historia
de la vegetacién es decisiva en el carécter taxonémico y fisiolégico-
bacteriano. Las bacterias del género Bacillus dominan en los suelos-—
forestales y de pradera, segin J.D. Stout y el incremento de gram ne-
gativos y de fermentadores aerébicos esta asociado con un medio am- -

biente m&s favorable.
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Las relaciones numéricas entre bacterias, actinomicetos y hon-
gos es similar en la mayorfa de 1os suelos, en el mismo horizonte hay
variacién cuantitativa de los microorganismos cuanto mds profundo es—
y ademds diferencias en horizontes del mismo orfgen genético con dife
rente morfologfa Razumov y Remezov (77). MalChevkaia (63) estableci6
que en suelos con alto contenido orgdnico, la microflora es muy varia
ble y es diffcil que exista un tipo de flora microbiana especifica. -
En suelos forestales en Canada, Timonin (97) encontrd que en ciertos-
casos habfa mayor cantidad de actinomicetos en el horizonte B que én—

el horizonte A.

Se sabe que la cafda del mantillo es importante para el ciclo-
nutricional en los suelos forestales. Es obvio que la destruccién de
sustancias orgdnicas componentes de los tejidos vegetales depende del

niimero de especies y actividad biogufmica de su microflora.

L. Steubing (90) hizo estudios sobre el némero y la actividad-
de microorganismos en suelos boscosos, el estudio de la descomposicidn
de la celulosa lo hizo en condiciones ambientales definidas y encon—
tré que las celulosa metabolizada depende de la influencia ambiental,
asf como de la temperatura, hdmedad, aereacidn y principalmente por -
la presencia de otros carbohidratos, y la alta cantidad de carbohidra
tos y poco contenido de nitrédgeno, tienen un efecto retardado en la -
descomposicién de celulosa, También encontrd que los hongos son capa

ces de oxidar la vanilina o écido vanflico.

Por otro lado M. Goddfellow y D. Dawson (32) estudiaron el man
tillo de un suelo forestal y no encontraron relacién entre la distri-

bucién de las bacterias y los factores ambientales, ademds encontra—
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ron bacterias resistentes, a la acidez y la presencia de estreptomi—
cetos acidéfilos y neutrofilos, estos Gltimos disminuyen en las capas
inferiores del mantillo o sea la capa gue esta en contacto con el sue

lo mineral.

Nioh y Nasami (48) estudiaron los microorganismos de suelos -
forestales con diferente vegetacién, encontrando caracteristicas, pa-
recidas a las reportadas por Stout, como son la predominancia de Pseuw
domonas en pastizales, Bacillus en suelo forestal de pino, entre las-
caracterfsticas que ellos encontraron, es gue la mayorfa de la micro-
flora es resistente al cristal violeta, estos resultados sugieren que
los suelos forestales con diferente vegetacién pueden ser caracteriza
dos microbiolégicamente en términos de composicién de micreflora, con
trario a lo que dice Malchevkaia (63). También establecieron gue el-
contenido de hiéimedad no lleva un paralelismo con la cantidad de micro
organismos y gque el nimero de bacterias en los suelos estudiadas por—

ellos es comparable al de otros suelos forestales.

En resumen en el caso de los microorganismos de suelo forestal
no se ha encontrado alguna relacifin directa y clara, con algdn factor
que nos de la clave de comportamiento de los microorganismos y el por

gue de su presencia, en el aspecto cuantitativo.

Por lo gue respecta a las caracteristicas fisicoquimicas, el-
suelo forestal en general presenta un pH 4&cido un gran contenido de -
materia orgdnica, una textura con un alto porcentaje de arcilla, una-
alta capacidad de intercambio cationico y en general contiene una Su-—

ficiente aereacidén, baja temperatura.
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Con respecto a los productos metabélicos uno de los més impor—
tantes es el COp resultante de la descomposicién de la materia orgéni
ca por la microflora heterotréfica del suelo y su produccién ha sido-
utilizada como uria medida de la actividad microbiana total. La veloci
dad y cantidad de CO> producido depende del ndmero y tipos de microor
ganismos presentes en el suelo y de la naturaleza y cantidad de carbg
no oxidable agregado. ES influenciada por la temperatura, aereacién—
y pH del suelo y su produccién es una funcién compleja de la activi—

0

dad microbiana.
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II MATERIAL Y METODOS

1) MUESTREQ DEL SUELO

Las muestras de suelo forestal fueron colectadas en el Desier-
to de los Leones ubicado en el D.F., con una vegetacién de Pinus sp.,

Cupressus sp., Jlaxodium sop., Juniperus sp., Yy Ssauces del género -

Salix SP., El clima se caracteriza por ser templado y la temperatu—
ra media anual es aproximadamente de 11°C, siendo mayo. el mes mis ca
liente con 13°C. La precipitacién pluvial anual es de 1300 mm, esta-
se acumula b&sicamente en verano (mayo a octubre inclusive). Julio -
es el mes mds lluvioso con 250 mm y Diciembre el m&s seco con 8 mm. —
(3). Para la coleccién de las muestras primero se elimind la capa de
mantillo y se procedié a tomar la muestra del horizonte mineral (hori
zonte A) a una profundidad de 0-20 cm y del horizonte B de 20-40 cm.-
Las muestras de suelo fueron tomadas del mismo sitio en diferentes -
gpocas del afo, correspondientes a los meses de mayo y agosto de 1978
y enero de 1979. Dichas muestras fueron colectadas en bolsas de plés
tico y guardadas en refrigeracién a 4°C. Para el andlisis enzimético
y determinacién de hémedad, el suelo fue procesado a las 24 hrs. de -
haber sido tomada la muestra, procediéndose a tamizar con la hiémedad-
natural a través de un tamiz del nGmero 20. Para la determinacién de
las caracteristicas Microbiolégicas el suelo fue tamizado y guardado-
en refrigeracién procesandose en gl lapso de 3 semanas. En el caso de
las propiedades Fisicogufmicas (excepto la hiéimedad ), el suelo fue se-

cado a temperatura ambiente y después tamizado.
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2) REACTIVOS

2.1.- Ureasas 2.1.1.— Solucidn amortiguadora de Ac. cftrico citrato -

de potasio con pH 6.7.

Ac. cftrico monohidratado 3.469 gr
Citrato de potasio 27.450 gr
Agua destilada cbp 100 ml

2.1.2.— Solucién de NaOH al 27%

2.1.3.- Solucién de fenol: 62.5 gr de fenol se disuei—-
ven en una mfnima cantidad de metanol, agregar-—
18.5 ml de acetona y alcohél étilico cbp 100 ml.

2.1.4.- Solucién de fenolato: Es una solucién 1:1 de -

NaOH al 27% y solucién de fenol (2.1.3).

2.2.- Fosfatasas

2.2.1.- Amortiguador de Boratos con pH 9.4

Oe .

NaZB4 5 H20 28.4 gr
Agua destilada 1000 ml
NaOH IN 82 ml

2.2.2.- Reactivo de Bibbs.
Cloruro de 2,6-dibromoquinona 0.125 gr
Alcoh6l etflico de 96% 10 ml

GBuardar en un frasco obscuro en refrigeracidn.

2.2.3.- Solucién patrén de fenol.
Fenol ‘ 1.0 gr
HC1  0.1N " 1000 ml
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2.3.- Celulasa
2.3.1.— Solucién amortiguadora de acetato de sodio
— Ac acético con pH 5.9.
Ac. Acético glacial (99%) 0.35 ml <=

Acetato de sodio anhidro 7.66 gr

2.4.—- Amilasa
2.4,1.~ Solucién qmnrtiguadora de fosfatos con

pH 5.5
Acido acético 0.5 M
NaZHPD4 0.5 M

2.5.- Beactivo de Briess

2.5.1.- Se disuelven 0.6 gr de &cido sulfanflico en -
70 ml de agua caliente, se afiaden 20 ml de HCl -
concentrado y se completa a 100 ml con agua des

tilada.

2.5.2.— 0.6 gr de alfa naftilamina son disueltos en 20—
ml de agua destilada conteniendo 1 ml de HC1 -

concentrado, aforar a 100 ml con agua destilada.

2.5.3.— 16.4 gr de CH3000N5.3H20 se disuelven en cbp 100

ml de agua destilada.

Se guardan separadamente y se mezclan en partes iguales al -

usarse.
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2.6.- Mezcla para determinar la presencia de microorganismos desnitri

ficantes.

MnSD4 10 gr
Zn met&lico en polvo 2 gr
Ac. Sulfanflico 4 gr
Alfa naftilamina 2 gr

Estas sustancias son mezcladas en mortero, para después agregar

100 gr de BaSO4 y 75 gr de &cido citrico. Esta mezcla se guarda en —

frasco &mbar.

2.7.- Solucién de cleruro mercdrico

HgCl2 15 gr
HC1l concentrado 20 ml
Agua destilada cbp 100 ml

2.8.- Solucifn de Nessler; para determinar la presencia de microorga-

nismos amonificantes.

Disolver 45.5 gr de yoduro de potasio en una minima cantidad —
de agua destilada, pasar la soluein & un matraz aforado de 1 1t. y -
agregar 112 gr de hidréxido de potasio y llevar a un voldmen de 800 -

ml. Mezclar bien, dejar que se enfrié para diluir a 1 1t.

2.9.— Reactivo A de Nelson Somogy

Disolver 12.5 gr de NaZCD3 anhidro, 12.5 gr de.TartratD Sédico

Potédsico, 100 gr de Na SD4 anhidro, 10 gr de NaHCD3 en 350 ml de agua

2
destilada y diluir a 500 ml con agua destilada.
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2.10.- Reactivo B de Nelson Somogy

Disolver 7.5 gr de CuSDa.SHZD en 50 ml de agua destilada y afia

dir una gota de H2504 concentrado.

2.11.- Reactivo de Arsenomolibdato.

: gt 4 : .
Disolver 25 gr de MD,7 oa (NHa)2 4H20 en 450 ml de agua destila
da, agregar 21 ml de H2504 concentrado. Disolver 3 gr de AsDaHNa2.7H20
en 25 ml de agua destilada y afiadirse al molibdato &cido. Guardece -
24 hrs. a 37°C en potella de color azul, el reactivo debe ser amarillo

y no ha de tener tonalidad verde.
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3) MEDOIS DE CULTIVO

3.1.- MEDIO DE CULTIVO PARA CELULOLITICOS MODIFICADO (Hankin 1971)

NH4)2504 2 gr HaBD3 10 microgramos
KHZPDA———-———— 4 gr MnSD4 —~41O microgramos
NEZHPOQ—_——_—- 6 gr ZnSO4 — 10 microgramos
FeSOa.7H20-——- 1 mg CuSDa——————— 50 microgramos
MgSDa——-——-— 200 mg MDDa——-————— 10 micrﬂgrgmos
CaCl2 1 mg Clorhidrato

de tiamina - 10 microgramos

Carboxy metil

— 4 mg

celulosa

1% Adenina

Primero se disuelven las sustancias en poca agua destilada, -
luego se afade la carboxy metil celulosa, se disuelve y se agrega al-
medio 20 gr de agar, ya disuelto se lleva a un volumen de 1 1lt. con -

agua destilada. Se esteriliza en autoclave a 120°C por 20 minutos.

3.2.— MEDIO DE CULTIVO PARA AMILOLITICOS (Herrigan 1966)

Agar nutriente — almidfn

Peptona—————:10 gr Agar—————— 20 gr
Extracto de carne 3 gr Almidén soluble al 0.2 %

€loruro de sodio 5 gr Agua destilada cbp 1000 ml
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Disolver el almidén en el agar nutriente fundido pH 7.0, repar
tir en tubos en cantidades de 10 — 12 ml. Esterilizar a 120°C, 20 mi-

nutos.

3.3.- MEDIO DE CULTIVO PARA PROTECLITICOS

Agar gelatina de Frazier (Harrigan 1966)

Gelatina 0.4 gr
100 ml

Agar nutriente
Agreagar la gelatina al agar nutriente y calentar hasta que se
disuelva la gelatina, pH 7.2, colocar 10 - 12 ml del medio en tubos,-

esterilizar a 120°C durante 20 minutos.

3.4. MEDIO DE CULTIVO PARA LIPOLITICOS (Aaronson 1970)

(NHa) H PO, 0.1 gr

HC1 0.02 gr
Mg8047H20 0.02 gr
Extracto de Levadura 0.30 gr
Tributirina 5.00 gr

Agar 2.00 gr

Azul de Anilina 1:15000 de medio

(espiritd azul)

Agua destilada cbp 100 ml

El colorante azul de anilina se disuelve en la grasa para dar-
‘una concentracién final de 1 parte en peso por 15,000 de medio, y ast
se adiciona al medio. Se disuelven las sustancias en’el agua se afia—
de la grasa, se agita bien, se reparte en tubos en cantidad de 10 - 12«

ml, se esteriliza a 120°C por 20 minutos.
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3.5.— MEDIO DE CULTIVO PARA PECTINOLITICOS (Cuppels y Kelman 1974)

CaC1, al 10% 3 m
Agar 1.5 @r
Sol de NaCH In — 4.5 ml
NaNn3 1.0 agr
Polipectato de sodio 15,01 ar
Sol. alcohélica de Cristal Violeta al 0.0759% ——— 1.0 ml

Los primerns 4 reactivos se adiciunan a 300 ml de agua hirvieg
te., se mezcla perfectamente, se adiciona lentamente el polipectato y;
la solucién de cristal violeta, luego se agregan otros 200 ml de agua
caliente se reparte en tubos con 10 - 12 ml de medio y se esteriliza-

en autoclave a 120°C, 20 minutos pH 7.0.

3.6.— MEDIO DE CULTIVO PARA BACTERIAS NITRIFICANTES (Black 1965)

Nitrosomas Nitrobacter

NH4)2504 S 0.5igr e 0.006 gr
K2HPD4 1.0 gr K2KP04———-——-—-——— 1.0 gr
FeSDa.7H20 e 0. 0307 NaGl ————————— 0.3 gr
MgSOa.7H20 e 0.3 gr MgSDd,7H20 0.1 gr
NaC1 0.30gr FeSUa.7H20 0.03 gr
CaCO3 7.5 gr CaCO3 1.0 gr
Agua destilada CaC12 e (3 gr
cbp 1000 ml1 Agua destilada

pH 7.0 cbp ——————— 1000 ml

pH 7.0

Disolver las sales en el agua y repartir en tubos de cultivo -

conteniendo 3 ml. Esterilizar a 120°C durante 15 minutos.



3.7.— MEDIO DE CULTIVO PARA DESNITRIFICANTES (Focht y Joseph 1973)

Caldo nutriente Difco

Extracto de carne

Bacto peptona

Agua destilada

cbp -—— 1000 ml

3 gr
5 gr

A 5 ml de caldo se le afiaden 9 mM de nitrato de potasio y se -

ajusta el pH a 6.8 -

con tapén de rosca de pléstico, conteniendo 6 ml.

durante 15 minutos.

3.8.— MEDIO DE CULTIVO PARA AVONIFICANTES (22)

72.0. Se reparte el medio en tubos de cultivo -

KZHPD4 3.0 gr
Mgso4 —_ 0.2 gr
GBSO4 _— 0.01gr
k¢l ———————— 0.2gr
NaCl ——————————— 0.2 gr
Gelatina — 1000 gn

Agua destilada

Se disuelven 1

bafio maria.

cbp 1000 ml pH 7.0

Esterilizar a 120°C

as sales,.seagrega la gelatina disolviendola en-—

Esterilizar a 120°C 20 minutos.

3.9.- MEDIO DE CULTIVO PARA BACTERIAS (Bunt y Rovira 1955)

Medio Modificado de Extracto de suelo agar

.4
Kg HPD4 0 gr
HP. @55
NHA)2 0, gr
5 0.0
MgSDa 7H20 5 gr
B.1 gr

MgC12
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FeC’|3 0.01 gr
Bl

CaC12 gr

Peptona 1.0 gr

Extracto de suelo¥ ———— 250 ml

Agar 20 gr

750 ml

Agua de llave

Se disuelven las sales por calentamiento, se afiade el agar y se

esteriliza a 120°C por 20 minutos.

#Preparacidn del extracto de suelo.- 1Kg de suelo tamizado en-
1 1t. de agua destilada, se autoclavea a llave de vapor sin presién y

se filtra a través de papel filtro de poro fino.

3.10.- MEDIO DE CULTIVO PARA ACTINOMICETOS

Dextrosa nitrato agar (Black 1965)

Dextrosa 1.0 gr
K2HP04 0.1 gr
NaNU3 0.1 gr
KC1- 0.1 gr
MgSOa.7H20 : 0.1 gr
Agar 15 gr

Agua destilada cbp 1000 ml
Se disuelven las sales en agua destilada por calentamiento, se
afade el agar, se lleva a 1000 ml con agua destilada, un pH 7.0, se -

esteriliza en autoclave a 120°C por 20 minutos.



3.11.- MEDIO DE CULTIVO PARA HONGOS

Estreptomicina-rosa de bengala.

KHZPUA 1.0" or
MgSDa.7H20 b5 gr
Peptona 5.0 -gr
Dextrosa 10.0 gr
Rosa de bengala 0.033 g
Agar 20.0 gr
Agua destilada cpb 1000 ml

(Martfn 1950)

Preparacién de la estreptomicina: Pesar 0.4 gr de estreptomici

na en 100 ml de agua destilada, esterilizar, a través de un filtro -

millipore al medio fundido y estéril se le afiade 1 ml de esta solu- -

cién de estreptomicina, el medio de cultivo deberd estar a 45°C,

tes de afiadir el antibiético.

3,12.— MEDIO DE CULTIVO: Lipman L-G para Azotobacter (22)

K2HP04 0.1 :gr
PO 0.4
KH2 a gr
. B
MgSD4 7H20 2 gr
CaC12 0.02 gr

5 . 002
NaMo9a HZD 0 gr
FeC12 0.01 gr
Sacarosa 10.0 gr

1.0
CaCD3 gr
Agar 20.0 gr
Solucién alcohélica de azul de
bromotimol al 05% 5.0 ml
Agua destilada cbp 1000 ml

an—

pH 6.7 - 7.0 Esterilizar en autoclave a 120°C por 20 minutos.



30
METODOS
ANALISIS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA
T.- TECNICA DEL AZUL DE INDOFENOL PARA DETERMINACION DE UREASA (72)

Se colocan 20 gr de suelo tamizado (en un tamiz de 3 mm) en -
un matraz se le agregan 2 ml de tolueno y se deja reposar 15 minutos-—

para que el tolueno penetre perfectamente en el suelo.

A continuacién se agregan 20 ml de una solucién amortiguadora—
de &cido cfrico - citrato de potasio de pH 6.7 y 10 ml de una solu- —
cién acuosa de urea al 10%, se agita el matraz y se incuba 6 horas -
a una temperatura de 37°C, el testigo se prepara de la misma manera y

al mismo tiempo sustituyendo la urea por 10 ml de agua destilada.

Después de la incubacién se agita el matraz y su contenido es-
vaciado a un matrez volumétrico de 100 ml y se afora con agua destila
da con la capa de tolueno arriba, enseguida se filtra en papel What—
man del No 5, el filtrado puede ser incoloro o presentar un color ca-
fé& dependiendo del contenido de materia orgénica, este color es elimi

nado al hacer la lectura econ el testigo.

Se determina el amoniéco liberado en el Filtrado por espectro-
fotometrfa en referencia a una curva patrén realizada con sulfato de-
amonio. La reaccién qufmica realizada en esta técnica es la de Berthe

lot;
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1.— UREA £ UREASA NH., 4 CO

2.- NH, £ @—DH Na OC1_ o @N-m
3.- 0 N-C1 £ @-DH a:C>=N_ o

Imino P. Quinona Fenol Azul de Indofenol

Para desarrollar el color se toma 1 ml de filtrado mds 9 ml -
de agua destilada mis 5 ml de fenolato y 3 ml de NaC1D3 conteniendo -
.09% de cloro activo, se deja reposar 20 min y luego se afora a 50 ml
con agua destilada y se lee a 630 nm en una espectro fotometro marca-

Zeiss PM. 2A.
IT.- TECNICA PARA MEDIR LA ACTIVIDAD DESHIDROGENASICA (10)

Se pesan 20 gr de suelo tamizado se le agregan 0.2 gr de CaCO:3
se mezcla bien se separa en 3 porciones de 6 gr cada una y se coloca-

en 3 tubos de 16 X 150 mm.

A cada tubo se le afiade 1 ml de solucidn acuosa de clorhidrato
de 2,3,5, trifenol tetrazolio al 3% y 2.5 ml de agua destilada o en-
su defecto 2.5 ml de solucién acuosa de DL Alanina 0.02M. Esta canti
dad de 1fquido afadido deberd saturar el suelo a manera que aparezca-
un poco de lfquido libre en la superficie del suelo. Se mezcla bien-

y se incuba por 24 hrs. a 37°C.
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El trifenilformazan liberado es extrafdo con metanol afadiendo
se en porciones a cada tubo, se filtra y el filtrado es aforado a 100
ml con metanol, se lee entonces a 485 nm con metanol como blanco. La
concentracién se encuentra interpolando en una curva patrdn hecha a -

base de 2,3,5, trifenil formazan disuelto en metanol.

La formacién de 10 mg de trifenilformazan necesita de 150.3 mi

crolitros de H,. La reaccifn (5) es la siguiente:

2.3-5-trifeniltetrazolichidrocloruro £ 2H Trifenil 4 HC1 -
formazan
%
L3 <45 é_w'_ﬁil_ S\” W Hs
amaviilp
falido : o — -4 A,
i w4 ~ (KT +2<) 4 1
el sl

III.- TECNICA PARA DETERMINAR FOSFATASAS (58)

5 gr de suelo tamizado son colocados en un matraz Erlenmeyer —
de 150 ml, se agregan 2.5 ml de tolueno y se agita el matraz durante-
15 minutos. Enseguida se afaden 20 ml de una solucién acuosa de fe—
nil fosfato de sodio al 0.5% se ajusta el pH a 7.0 y la mezcla se in-

cuba durante 2 hrs. a 3/°C.

Se agrega 100 ml de solucifén acuosa de alumbre de potasio al -
0.3% y se filtra. Se toma una alicuota del filtrado de-U.S a 2.0 ml.
Se coloca en un matraz aforado de 25 ml, se afiaden 5 ml de amortigua-
dﬁr de boratos de un pH 9.4 y 4 gotas del reactivo de Gibbs, se afora
con agua destilada y se espera 30 minutos para su lectﬁra a 660 nm. -

La concentracién se interpola en una curva petrén de fenol.
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V.— TECNICA PARA DETERMINAR AMILASAS (81)

Se colocan 10 gr de suelo tamizado en un matraz de 250 ml, se-—
agregan 2.5 de tolueno y se agita 15 minutos luego se afiaden 20 ml de
amortiguador de fosfatos a un pH de 5.5 y 20 ml de una solucién re- -
cien preparada de almidén. Después de 24 hrs. de incubacién, se fil-
tra en papel Whatman # 12, se toma una alfcuota del filtrado y se de-

terminan azlcares por la técnica de Nelson Somogyi.
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IV.— TECNICA PARA DETERMINAR CELULASA (72)

Se pesan 5 gr de suelo tamizado y se colocan en un frasco de —
50 ml =e anade 0.15 ml de tolueno, se agita durante 15 minutos, ense-
guida se le agrega 10 ml de soluci6n amortiguadora de acetatos a un -
pH de 5.9 mé&s 10 ml de una solucifn acuosa al 1% de carboxi metil ce-

lulosa. El frasco se incuba por 24 hrs. a 30°C.

Después de la incubacién se afaden 50 ml de agua destilada, se
filtra en papel Whatman # 30, el volumen del filtrado es aforado con-
agua destilada a 100 ml. El contenido de azucares reductores es de—
terminado por el método de Nelson Somogy. Los controles consisten de
suelo sin carboxy metil celulosa, y una muestra de suelo autoclaveada

conteniendo carboxy metil celulosa.

Por lo gue respecta al método de Nelson Somogy se efectda lo —
siguiente: Se prepara el reactivo de cobre alcalino mezclando 12.5 —
ml de reactivo A de Nelson con 0.5 ml de reactivo B de Nelson, La so
lucién de azidcar para la curva patrén contiene 10 mg de glucosa en -
100 ml de agua destilada. De la muestra por analizar se toma de 1 ml
a 2 ml afiadiendo 1 ml del reactivo de cobre alcalino mezclandose bien,
esta mezcla se pone en un bafio de agua caliente durante 20 minutos, -
enseguida se enfrfa hasta 25°C y se adiciona 1 ml del reactivo arseng
molibdato, se mezcla bien durante 5 minutos para disolver el Cu20 pre
cipitado y reducir el arsenomolibdato, luego se afiaden 7 ml de agua—

destilada. Se lee a 540 nm ajustando la lectura con el blanco.
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ANALISIS MICROBIOLOGICOS
CUANTIFICACION DE FLORA MICROBIANA TOTAL.

Para la cuantificacién de bacterias se utilizé el método de di
lucién de suelo en cajas de petri conteniendo el medio de cultivo mo-

dificado de extracto de suelo agar (Bunt y Rovira 1955).

Para Hongos se usS el método de dilucidén de suelo con siembra-
en cajas de petri conteniendo el medio estreptomicine rosa de belgala,

(Martin 1950).

Para actinomicetos se usdé el medio de glucosa nitrato agar, -

(Black 19685).

Las cajas de petri fueron incubadas en la estufa a una tempera
tura de 28°C a 30°C procediendose a hacer la cuantificacién de bacte-
rias a los 8 dfas, actinomicetos a los 8 dfas y los hongos & los 7 -
dfas. La cuantificacién de bacterias, hongos y actinomicetos se hizo

en forma visual o por medio del contador de colonias.

CUANTIFICACION DE FLORA MICROBIANA CON ACTIVIDAD BIOQUIMICA ESPECIFI-
CA.

Se utilizé el metodo de diluciones decrecientes del suelo. Pa
ra esto se inocularom 5 tubos para cada una de las diluciones, em- -
pledndose para cada inoculacién 1 ml de las diluciones de suelo, incu
bando los tubos a una temperatura de 28 a 30°C, el tiempo de incuba—
cién fue variable de acuerdo con el grupo microbiano especifico a de-

terminar, al final del perfodo de incubacién, la cuantificacién se hi
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zo de acuerdo con el método de McCrady.

Los grupos microbianos cuantificados por el método descrito en
el parrafo anterior son: amonificantes, nitrificantes, desnitrifican
tes. En el casode celuloliticos,mlipnliticos, protelolfticos, amilo-
1fticos y pectinolfticos fueron cuantificados en cajas petri con me—

dios sélidos y semi-sélidos.
CUANTIFICACION DE MICROORGANISMOS CELULOLITICOS

La técnica se basa en la cuantificacién de microorganismos, en
caja de petri conteniendo un medio de cultivo especial, el cual lleva
‘carboxy metil celulosa al 1% como fuente de carbono y sales minerales
como macro y micro nutrimientos més extrectos de levadura (Hankin (36).
Al utilizar este medioc no se observé el desarrollo de los microorga—
nismos celulolfticos, por esta razén se probé otro medio muy parecido,
el cual emplea celulosa tratada con dcido fosférico al 85% (Aarnnson—
1970), en lugar de la carboxy metil celulosa y ademds contiene clorhi
drato de tiamina y adenina. Este medio tampoco dié los resultodos de
seados y ademds presenta el problema de la solubilizacién de la celu-
losa, la cual no se distribuye de manera homogena en el medio. Por -
todos los problemas antes expuestos con los medios de cultivo, se op-
to por modificar el medio de Hankin, al suprimir el extracto de leva-
dura y dejando como Unica fuente de carbono a la carbogy metil celulo
sa, sustancia gque adem&s no presenta problema de solubilidad en agua-

y afadir al medio de cultivo clorhidrato de tiamina y adenina.

Para sefalar en este medio la presencia de microorganismos ce-—
lulolfticos se usd romo agente precipitante de la carboxy metil celu-—

losa no degradada en el medio de cultivo al Bromuro de Hexadeciltrime

tilamonio.



41

CUANTIFICACTON DE MICROORGANISMOS LIPOLITICOS

(Aaronson 1970)

El medioc de cultivo contiene tributirina como fuente de ener—
gfa, ademds de sales minerales. Después de hacer las correspondientes
diluciones del suelo se inoculan en este medio especial pare lipolfti
cos (3.4) y se incuban las cajas de petri a 28°C en la oscuridad de 2
a 7 dfas, en nuestro caso a los 4 dfas se pudo observar la lipolfsis—
por el desarrollo de colonias con un halo de el color azul, debido a-
la reaccidn entre los &cidos grasos libres y el colorante agregado al

medio.
Reaccidn

Grasa # Lipasa microbiana n(R=COOH) £ glicerol
ac. graso

base débil del colorante # &cido.graso Complejo colorido
(azul espfritu) azul

CUANTIFICACION DE MICROORGANISMOS PROTEOLITICOS

La técnica se basa en utilizar un medio de cultivo especial -
llamade agar gelatina de Frazier (38). Después de la ;ncubaciﬁn a -
28°C-30°C se agrega a las placas una solucién acuosa de clorure merci
rico. La gelatina hidrolizada aparece como zona clara alrededor de -
la colonia proteolftica. En nuestro caso se observaron a los 4 dfas-

de incubacién.
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Reaccidn

Belatina 4 Proteasa - H_O Polipeptidos
_E._—_

Gelatina £ HgCl Gelatina precipitada
2———-—_—

CUANTIFICACION DE MICROORGANISMOS AMILOLITICOS

La técnica se basa en emplear un medio de cultivo que contenga
almidén al 2% agar nutriente. Después del crecimiento se afiade a las
cajas una solucién de lugol, las colonias capaces de hidrolazar al al
midén son indicadas por la ausencia de color azul alrededor de las - -

mismas. Esto se observé a los dfas de incubacién a 37°C.

Reaccién

Almidén £ Lugol Complejo colorido

azul
CUANTIFICAGCION NDE MICROORGANISMOS PECTINOLITICOS

La cuantificacién se lleva acabo después de haber incubado 72-
horas a una temperatura de 28°C-30°C el medioc de Cuppels Kelmann ino-
culado con diluciones de suelo. Las colonias que se consideraron pec

tinolfticas son aguellas que prasentaron hundimiento en el medio.
CUANTIFICACION DE MIZROORGANISMOS NITRIFICANTES

La nitrificacién se lleva acabo por dos tipos de microorganis-—
mos, los cuales requieren de diferente medio de cultivo, uno gue con-

tiene como fuente de N2 sulfato de amonio y otro que emplea nitrito -

de sodio.
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Para demostrar la presencia del primer grupo (Nitrosomonas) de
be encontrarse la prueba positiva para nitrito (2) pero una prueba ne
gativa no es evidencia de gue no hay Nitrosomonas, para el segundo -

grupo una prueba negativa para NDE indica presencia de Nitrobacter.

Los medios de cultivo se inocularon con las diluciones de sue-
lo y se colocaron en la estufa de cultivo a 28°C y 30°C. Después de-
un mes de incubacién se agregaron a cada tubo 3 gotas del reactivo de
Griess, un color rojc—pdrpura indica presencia de NUE Para ver siv—
hay Nog se agrega ZnCuMnO2 un color rojizo indica su presencia.

CUANTIFICACION DE MICROORGANISMOS DESNITRIFICANTES

Esta cuantificacién se hace usando caldo nutriente difco con -
nitrato de potasio. Después de una incubacién de 15 dfas se hizo una
prueba para nitratos, usando la mezcla citada (2.6), para la prueba -
se afade a cada tubo mas gotas de dcido acético glacial y una pegue-
Aa cantidad de la mezcla, la ausencia de color indica que todo =1 ni-
trato fue desnitrificado hacia N2 o N20 o reducido a ND; 5

Al no incluir en la mezcla Zn y MnSDl1 y haber presencia de co-
lor rojo indica que el nitrato paso a nitrito y la ausencia indica -

que el nitrato paso a N O N20 o que el NOS quedo intacto, para po—

2
der diferenciar, se agrega Zn en polvo, un color rojo indicard gque el

i to S N N_O.
pltra paso a 5 o 5



CUANTIFICACION DE MICROORSANISMOS AMONIFICANTES.

Esta cuantificacién se basa en un medio con gelatina y sales -
miﬁerﬂles. De las diluciones del suelo problema se inocularﬁn 5 tu—
bos por cada dilucién, que contenfan el medio citado, con 1 ml de las
diluciones 1Cl“1 hasta 10.10. Después de la incubacién a 28°C por 15-
dfas, se toman 3 gotas de cada tubo inoculado y se agregan 2 gotas -
del Reactivo de Nessler, una coleracién amarillo huevo se tomard como

positiva.

CUANTIFICACION DE MICROORGANISMOS FIJADORES DE NITROGENO
(AZOTOBACTER)

Se utiliz® el metodo de siembra en placa usando como medio de-
cultivo el de Lipman L-G. Las caracterfisticas de las colonias desa-—
rrolladas en este medio son coclonias transparentes, mucoides. Para -
mayor seguridad de la cuantificacién se efectud la identificacién mi-
croscépica de dichas colonias, haciendo un frotis y tifiendolo con la-

coloracién de Gram.
ACTIVIDAD BIOQUIMICA TOTAL DEL SUELO

La prueba consiste en medir el COO producido al agregar al sue
1o forestal una fuente energética en forma de glucosa al 1% (22). -

La cuantificacién del CD2 se hizo en base a las siguientes reacciones

quimicas.
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Materia orgénica
del suelo CD2 £ HZD - A
Descomposicién
microbiana

co, 4 2NaOH Na ;GO + H,0

Na2C03 4 BaC1 BaCOB £ 2NaC1

2

NaOH no combinado £ HC1 NaC1 #£ H20

La técnica en si consiste en poner 50 gr de suelo 0.5 gr de -
glucosa, humedecer el suelo al 50% de su capacidad de campo y colocar
1o en un frasco de vidrio con boca ancha y tap6n de rosca, dentro se-
coloca en frasco m&s chico conteniendo solucién acuosa de NaOH 1.0N.-
Se incuba el frasco a 28°C-30°C junto a un testigo, se cuantifica el-
CO_ producido a diferentes perfodos de tiempo. Una titulacidn testi-
go del suelo sin la fuente energética y sometido a las mismas condi—
ciones nos proporciona el valor de referencia del cual el 002 puede -

ser calculado.
ANALISIS FISICOQUIMICOS DEL SUELO

pH.— La medicién del pH se hizo con un potenciémetro marca Co-
le Parmer Digi-sense Phmeter. Se pesaron 50 gr de suelo y se agrega-—
125 ml de agua destilada para tener una dilucién 1:2.5 se agita duran

te 5 minutos y se lee.

Color.- Se compard el color del suelo con muestra seca y hdme-

da en la tablas de Munsell.



Humedad.- Se efectud por gravimetrfa o sea por diferencias de-
peso seco a peso hémedo, secando la muestra de suelo en una estufa a-

105°C hasta peso constante.

Textura.— Se utilizé el Metodo del Hidrémetro de Bouyoucos (22).

Materia Orgénica.- Se bas§ en la técnica de Walkley y Black -

(51).

N, Total.- Se usé el metodo de Kjeldhal modificado. (51).
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ITI RESULTADOS Y DISCUSION

Al analizar los resultados ciertas relaciones fueron estableci

das en cuanto a la actividad. de enzimas y microorganismos.

Si analizamos la actividad enzimdtica con respecto a la hime-—
dad y ébncentracidn de iones hidrégeno, en el suelo, encontramos que—
la actividad varié en forma irregular no pudiéndose encontrar una re-—
lacién, con el medio ambiente que prevalecifa cuando se tomaron las’ -
muestras, pero se observd en general una méxima actividad en el mes -
de agosto, cuando en el suelo el pH era neutro y con mayor contenido-
de hdmedad, que en las otras muestras. Ciertas enzimas como la amila
sa y deshidrogenasa presentaron la misma concentracidén, en mayor y en
enero, esto se puede deber a la accién constante de los microorganis-—

mos autéctonos entre otras cosas. (Tabla No 1)

Al estudiar por separado la actividad de las enzimas se obser-
va en el caso de ureasa mayor actividad en agosto y un poco menor en-—
enero, al comparar la actividad de la muestra de mayo hay una diferen
cia notable, que tal vez se pueda atribuir a un pH mds alcalino y a -
un bajo contenido de himedad del suelo. Si comparamos nuestros resul
tados con los de un suelo forestal con vegetacién roble-pino (72) se-
nota que en nuestro suelo en el mes de agosto hay una gran actividad-
urefisica ya que se liberaron 0.402 mg de nitrogeno/gr de suelo en 6 -
hrs. y en el suelo con vegetacién roble-pino se encontré$ en el mismo-
ﬁes una liberacién de 0.334 mg de nitrdgeno/gr de suelo en 24 hrs. -
Este mismo fendmeno se observa al comparar la actividad uredsica de -
nuestras muestras de enero y mayo con las deméds muestras tomadas a di

ferentes tiempos y analizadas en el suelo forestal con vegetacidn de-
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pino-roble. Por lo cual se podrfa concluir qﬁe en nuestro suelo si -
hay una cierta relaci6n entre la actividad ureésica y el ndmero de mi
croorganismos, pero como la ureasa extracelular es adsorbida por las-
particulas de arcilla y materias orgénica humificada (67) prasentan-
do ectividad ureésica, esta enzima no esta necesariamente relacionada
con el nimera, peso o actividad de microorganismos urolfticos viables
en el instante de la determinaci6n de la actividad uredsica. McGari—
ty (67) encontrd baja correlacidén positiva entre la actividad ureési-
ca y la concentracién de iones hidrégeno, (r= + 0.202), no se observa
esta relaci6n en nuestros datos, también encontrd una correlacién -

=+ 0. entre la actividad ureésica y el car orgénico.
0.502 tre 1 ivid &si 1 bén &

En cuanto a la actividad amilolftica se observa que es la me-
nos afectada al variar la humedad y el pH aungue existe una variaci6n
pequeria, ya que en forma general todas las actividades biogufmicas es
tan correlacionadas significativamente con el contenido de carbén or-
génico y humedad. (81). Por otro lado esta actividad amilolftica pa-
rece estar mésrelacionada con la composicién que con la cantidad de—
materia orgdnica (81). Es necesario hacer un andlisis de las varia—
ciones de esta actividad entre un tipo de vegetacién y otro. Si com-
paramos los datos de esta actividad hechos en suelos forestales con —
una vegetacidn roble-roble negro y roble-pino con los nuestros se ob-
serva que para el primer suelo hay uné similitud en la actividad -
(72), sobre todo al comparar la muestra del mes de agosto en la prime
ra sucesifn con nuestra muestra del mes de mayo y enero del horizon—
te A. Lo cual indica que no hay una relacién aparente entre la acti—
vidad amilolitica, la época del afio y tipo de vegetacién y si una -

posible relacién con el ndmero y tipo de microorganismos.
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Ross (82). establece que las variaciones de esta actividad amilolfti
Ca se pueden explicar en base a las variaciones en carbon orgénico, -

contenido de arcilla y otros factores asociados con el tipo de suelo.

Respecto a las deshidrogenasas se encontrd poca cantidad de es
ta enzima en las 3 muestras de suelo tomadas a diferentes tiempos, es
te dato es diferente a lo encontrado en un suelo forestal por L.E. -
Casida (10) quien reporta cantidades mayores de esta enzima. Varios
investigadores que han estudiado esta enzima han establecido que su -
cuantificacién da un aspecto cuantitativo de la actividad microbiana-—
en el suelo (88), si nos basaramos en este resultado, entonces la -
actividad microbiana de nuestro suelo en estudio serfa baja, lo cual-
no concuerda con el némero de microorganismos encontrado. Esto se -
Puede deber a que el producto Fformado es répidamente metabolizado por
los microorganismos ¥ Per estn se encuentra en peguefia cantidad al 1k
nal del perfodo de incubacién. También se puede atribuir a que las -
condiciones del metodo no fueron favorables a la actividad deshidroge
nésica por las caracterfsticas del suelo como son la gran cantidad -
de materia orgdnica, tamafio de particula que influye en la adsorcidén-
de protefnas como las enzimas. Es conocido que ciertas enzimas son —
mds efectivas al estar adsorbidas a las partfculas de suelo (s8) . _
pero nada se sabe de las enzimas del tipo de deshidrogenasas. Otra -
posible explicacién a la baja actividad encontrada, es que haya cons—

tantes oxidoreducciones por factores quimicos y no biolégicos.

Al determinar la actividad celuldsica se observd poca activi--—
dad en mayo en la muestra de suelo del horizonte A y en el horizonte-—
B no fue posible encontrarla, en las otras dos muestras tomadas en -

enero y agosto la actividad aumenta, el hecho de gque laactividad celula
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sica fuera pequefia en las 3 muestras se puede deber a la presencia de
otros carbohidratos de mds f4cil degradacién microbiolégica como son—
los almidones. De hecho la actividad celuldsica deberd ser mayor en-
el mantillo que en el suelo, ya que el mantillo es un sustrato muy ri
co en celulosa. Al comparar los datos obtenidos con los reportados -
en suelos forestales con vegetacién roble-pino y roble -roble negro ,-—
Se observa una baja actividad en el nuestro, salvo una similitud en —
los meses de diciembre y febrero en la segunda sucesidn y clima estaﬂ
dar, por lo cual no se encuentra relacién alguna con la época del afio
ni con el ndmero de microorganismos y si posiblemente con el tipo de-
vegetacién. Esto podrfa deberse a.que los microorganismos del suelo-
forestal producen esta enzima en condiciones de adaptacién, al faltar
fuente de energfa procedente del mantillo en donde se encuentran en —
mayor cantidad los microorganismos que generan en forma natural la -

celulasa.

Por lo que concierne a las fosfatasas se observa que tanto en-
las muestras del mes de mayo y de agosto no hay una gran diferencias—
de actividad, a pesar de los diferentes valores de pH del suelo, esto
se debe a que las fosfatasaes presentan actividad a diferentes valores—
de pH, posiblemente se trata de diferentes fosfatasas gue por su dife
rente secuencia de amino&cidos gue las forman actlan a diferentes -
valores de pH. Hay pocos trabajos relacionados con el estudio de las
fosfatasas, por lo que es diffcil sacar una conclusién de nuestro es=
tudio, por lo que se necesitarfa realizar, més estudios ya sea aisla-

miento de la enzima o su relacién con factores fisicoquimicos.

Por lo que concierne a la profundidad del suelo se encuentra -

una relacién inversamente proporcional & la actividad enzimética en -
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todas las enzimas analizadas en este traba jo, probablemente debido a

menos cantenido microbiano en el horizonte més profundo.

En cuanto al andlisis cuantitativo de microorganismos encontra
dos en el mes de agosto (tabla # 4) y comparando la cantidad de hon—
gos presentes en nuestro suelo con otros suelos forestales con vegeta
cidn tipo abeto y hoja deciduas (13)se notaunagran diferencia, esto se-
puede explicar por las condiciones propias de nuestro suelo como es -
un pH neutro y la gran cantidad de materia orgénica presente Steubiﬁg
(90) sefiala que la cantidad de materia orgénica esta relacionada di—
rectamente con el desarrollo de microofganismos heter6troficos. La -
cantidad de bacterias encontradas es parecida a la de los hongos, si-
Se compara con otros suelos forestales se observan diferencias cuanti
tativas entre hongos y bacterias, esto nos hace pensar que en nuestro
suelo hay un equilibrio entre bacterias y hongos, y que aunado a -
otros factores, este equilibrio influye sobre la concentracién de io-
nes hidrégeno en nuestro suelo. Por otro lado las actinomicetos se en
cuentran en una cantidad menor con respecto a los hongos y bacterias—
de nuestro suelo, concordando este dato, con diferentes suelos fores-
tales. Al hacer una comparacién cuantititativa de actinomicetos de -
nuestro suelo con actinomicetos de suelos forestales que tienen vege-
tacién de abetos y hojas dicudias, se observa una mayor cantidad en —
nuestro suelo, no pudiéndose encontrar una relacién aparente de su nd

mero con la vegetacién.

Al cuantificar los grupos de actividad biogufmica especifica -
(tabla 2) se observa una gran cantidad de celuloliticoé a pesar de -
que no encontramos una gran actividad de celulasa, esto tal vez se de

ba a que los microorganismos al crecer en un medio de cultivo especi-
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fico de laboratorio son obligados a generar la celulosa, ya que ss8 -
trata de una enzima de naturaleza adaptativa. Por lo gque respecta a-
los pectinolfticos su ndmero es pequefio comparado a los celulolfticos
y parece ser dificil su cuantificacién, y& gue en ciertos suelos fo—
restales se les ha encontrado en pequefia cantidad (45). En lo refe—
rente a los proteoliticos y amilolfticos, se puede observar un ligero
paralelismo en su cantidad. Si en posteriores trabajos se analiza -
este paralelismo con otros factores fisicoguimicos y bioldgicas, tal-
vez se encuentre una relacién directa con el equilibrio carbono-nitrg
geno del suelo. Los gue contribuyen a fuentes de energia mayores como
son los lipolfticos fueron encontrados en baja proporcién, debido tal
vez a la presencia de fuentes de energia mayores como son los lipoli-
ticos, fueron encontrados en baja proporcién, debido tal vez a la —
presencia de fuentes de energia mas accesibles, en el suelo como son -
los carbohidratos, la celulosa y una peguefia cantidad de su sustrato-
especifico en el suelo.ijl analizar los microorganismos que inter- -
vienen en el ciclo del nitrdgeno, (tabla No. 3) se observa una mayor—
cantidad de amonificantes que nitrificantes, lo cual concuerda con el
hecho de gue a mayor contenido de materia orgénica nitrogenada, mayor
ndmero de heterotrdéficos, que son en si los que efectuan la amonifica
cién. Por lo gue se refiere a los desnitrificantes,y como estos dlti
mos son aerdbicos se puede decir gque en este suelo con gran contenido
de materia orgdnica existe la suficiente aereacién para que haya me—
nor cantidad de desnitrificantes, por lo tanto hay una relacidén direc
ta entre nitrificantes y aereacifn, qgue se verd modificada por los -

cambios en las caracteristicas del suelo.
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Respecto a los fijadores libres de nitrdgeno atmosférico como-
es Azotobacter sp. se encontraron en poca cantidad en este suelo, pa-
ra poder explicar este fendmeno, es necesario estudiar la relacién que
existe entre el complejo enzimdtico de fijacién y otros factores del-

suelo.

Al observar la curva de produccién de 002 se nota que en el ho
rizonte superior hay mayor produccidén de CO2 que en el horizonte infe
rior, debido a la mayor cantidad de microorganismos del horizonte su-
perior. Y como respuesta a la adicién de glucosa se observa clarameg
te el fen6meno de activacién, el que se manifiesta durante el perfodo

de incubacidén.

En resumen y concordando con otros investigadores (18) no se —
encuentra una relacién directa de la actividad enzim&tica, con el nd-
mero de microorganismos, ni con la estacién del afio, sino que la acti

vidad nos da fndices generales de la actividad biolégica.

Por lo gue respecta a las caracteristicas fisicoquimicas es—
tas concuerdan en su mayorfa con las reportadas en los distintos sue-
los forestales. Encontréndose varias relaciones entre el contenido -
orgédnico y las caracteristicas biolégicas ya mencionadas, al igual -

gue la hdmedad y el pH.



Profundidad Fecha de

del suelo muestreo
0 - 20 Mayo /78
20 - 40 Mayo/78
0. =20 Agosto/78
20 - 40 Agosto/78
0-20 Enero /79
20 - 40 Enero /79

TABLA 1

Ureasa mg
de N, por
100 gr de
suelo/6 hrs.

22,20
7.70

40.20

7.80
42,00
10,50

ACTIVIDAD ENXIMATICA EN EL SUELO *

Amilasa mg de
Azlcares reduc
tores por 100-
gr de suelo/24
hrs,

60.0
20.0

198.0
52.0
55.6
30.8

# Nota: Se analizé el suelo con su hdmedad natural
reportdndose la actividad en suelo hdmedo.

Celulasa
mg de Azd
cares re-—
ductores-
por 100 gr
de suelo/
24 hrs.

30.0
12.0
20.0
12.0

Fosfotasa mg
de fenol por
100 gr de -
suelo/2 hrs.

149,0
57.7

143.3
21.2
62,5
45.6

Deshidrogena
sa mg de for
mazan por -
100 gr de -
suelo/24 hrs,

10.0

4.9

18.0
4.9
9.2

4.2



Profundidad
del suelo en
cm.

20 - 40

# Nota: Este anélisis se hizo sobre la muestra de agosto.

R

-

TABLA 2 MICROORGANISMOS CON ACTIVIDAD BIOQUIMICA ESPECIFICA. *

Ndmero de
Amilolfticos
por gr de -
suelo seco.

10,000,000

3,043,478

Ndmero de
Celulolfticos
por gr de sue
lo seco.

9,090,909

2,391304

Ndmero de
Protenliticaos
por gr de sue
lo seco.

7,045,454

3,913,043

1978.

Ndmero de

Lipoliticos
por gr de -
suelo seco.

81,818

26,087

Nimero de
Pectinoliticos
por gr de sue-
lo seco.

36,300

10,860

SS



TABLA 3 CUANTIFICACION DE MICROORGANISMOS DEL CICLO DE NITROGENO DEL SUELD

Profundidad Microorganis Microorganismos
del suelo - mos Amonifi -~ Nitrosomonas sp.

en cm, cantes por - por gr de suelo
gr de suelo- seco.
Seco.
0-20 1,363,636 15,909
20 - 40 2,880,608 652

Nitrificantes
Nitrobacter
sp. por gr de
suelo seco.

20,454

3,043

Microor
ganismos
fijado—
res deN2
libre Azo
tobacter-
sp. por -
gr de sue
lo seco.

1,590

% Nota; Este anélisis se hizo sobre la muestra de agosto de 1978.

Microorganis
mos desnitri
ficantes por
gr de suelo-
seco,

13,181

4,782

Microorganis
mos que Redu

cen el NO_ a
3

NO_ .
2

90



TABLA 4

Profundidad
del suelo
en cm,

0-20

20 - 40

¥ Nota: Este anélisis se hizo sobre la muestra de agosto.

CUANTIFICACION DE LA MICROFLORA TOTAL DEL SUELO: *

Ndmero de Bacterias

por gramo de suelo-

Seco.

9,545,454

2,391,304

Ndmero de Actinomicetos
por gramo de suelo seco.

909,091

97,826

1978

Ndmero de Hongos
por gramo de sue
lo seco.

9,090,909

3,260,869

LS



Profundidad Fecha de
del suelo - muestreo
en cm,

0-20 Mayo /78
20 - 40 Mayo /78
0-20 Agosto/78
20 - 40 Agosto/78
0-20 Enero/79
20 - 50 Enero /79

Tabla 5 DETERMINACIONES FISICOQUIMICAS DEL SUELO

Color
suelo
SEeco.

10YR 3/3
cagé obs
curo.

10YR 5/3
café.

10YR 3/3
café obs
curo.

10YR 5/3
café.

10YR 3/3
café obs
curo.

10YR 5/3
café

Color
suelo
hdmedo.

10YR 2/1
negro.

10YR 2/2
muy café
obscuro.

10YR 2/1
negro.

10YR 2/2
café obs
curo,

10YR 2/1
negro.

10YR 2/2
muy café
obscuro.

pH
1:2.5

7.95

7.90

7.00

715

6.95

7.00

Materia
Orgénica

21.9

9.2

Nitrégeno
total (%)

0.43

0.29

0.63

0.21

0.99

0.32

Textura  Porciento

Miga jén
Arenoso.

Miga jén
Arenoso.

Miga jén
Arenoso

Miga jén
Arenoso,

Miga jén
Arenoso.

Miga jén
Arenoso.

de hdmedad.

15

78

62

8s
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* Nota:

TABLA 6 PRODUCCION DE C02

DIAS

10

Se uso la muestra de agosto de 1978.

*
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CONCENTRACION /mgm—
co. (acumulativo)

2
44,0
70.4
112.2
158.6

8.8
33.0
67.0

105.4



a8,

Prod
vceion d
e COs
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CONCLUSION

Siendo el suelo un sistema tan complejo se puede concluir que-
para encontrar relaciones entre la actividad enzimética y'el ndmero -
de microorganismos es necesario estudiar ciertos factores fisicoguimi
cos presentes en el suelo como son la absorcién de las enzimas en las
partfculas de suelo y por consecuencia el tamafio de estas, la concen-—
tracién de iones hidrégeno, la capacidad de intercambio catiénico, -
fenémenos de antagonismo, la degradacifn de las enzimas por microorga
nismos, la concentracién del sustrato especifico la inhibicién por - -
sustancias afines, tipo de material orgénico etc. En cojunto son un-—
complejo de factores que nos limitan el entendimiento de las relacio-
nes gue existen en el suelo, Para resolver este problema es necesa—

rio efectuar, e implementar mejores metodologfas de estudio.

En nuestro trabajo se encontré gue en lo referente a la activi
dad enzim&tica de amilasa y celulasa existen en forma general una re—
lacién entre dichos actividades y la cantidad de microorganismos pre-—
sentes en el suelo respecto a la actividad de la deshidrogenasa gque -
en una enzimaendogenaruJEBBnchtrG relacién, entre ella y la activi—

dad microbiana del suelo.

La cuantificacién de microorganismos de actividad biogufmica -
especf{fica no se pudo relacionar con actividad biolégica debido a la-

extrema variabilidad de los resultados.

La determinacién de fndices de actividad biolégica de un suelo
no es un proceso fécil de definir, ya gue es el resultado neto de nu-

merosos procesos gue acontecen en el suelo.
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