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X .— INTRODUCCION

La agricultura tiene gran importancia para la humani
dad, pues de ella depende su sobrevivencia. El actual aumento
en la poblacifn ha preccupado a los investigadores y ba causa
do gne se intensifiguen los estudicos sobre el aumentos en ia —
produccitn agricola. Pero esto ha l1levado a la utilizacibSo de
grandes cantidades de fertilizantes nitrogenados, Io gue impli

ca la contaminacifn de las tierras, adem3s del gasto de recuxr

508 no renovables y grandes costos en la produccifin de dichos

fertilizantes.

Este problema ha provocado gue muchos investigazdores
se interesen mis en el fenSmeno de la fijacifn bioclSgica del
nitrfigenc y su repercusifin, en la productividad agrfcola y lIa
conservacifn de la fertilidad del suelc. Dentro de estos estu
dios son de particular importancia los efectuados por DShereiper
¥y Day guienes reportaron la existenciz de la simbiosis de un
grupo de bacterias fijadoras de nitrSgeno con gramineas ¥ pas—
tos forrajeros, lo gue constituirfa una posible alternativa pa
ra aumentar Ia produccifn de gramineas gue son la base de Ia
alimentacifn mundial. (23) (3L¥

A partir de entonces se ha generado abundante Iitera

tura scbre las caracteristicas morfolSgicas y bioquimicas de
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estas bacterias, asI como su eficiencia en la'fijacidn de ni~

trSgenc y el efecto. de 1a inoculaciﬁn sobre la producciGn Y

contenido de nitr6geno de “egetales superiores‘
La‘mayoriarderloswinvestigado:es‘se han interesado
en la capac;dad de : ‘itrégeno pero algu
nos estan estudlando la” respuesta de Lat planta é las hormonas
producidas por la bacterla (9)(28), ‘Existiendo a la fecha dis
crepancias sobre el verdaderb efecto sobre el:desarrollo vege
tal y una inguietud coﬁﬁn por aclarar éi‘gu efecto es causado
por la capacidad de fijacidn de nitrSgeno o la produccién de

fitohormonas.

Lo anterior indica la 1mportanc1a de realizar estu-
dios gue conduzcan al establecimiento. de 1as cond;c;ones ~ade-—
cuadas para producirx znoculantes. Por lo que este trabajo se
enfoc8 a la determinacifn del comportamientohde cepas de Azos—

pirilium en diferentes medios de 9ulti§b~yfeﬁ tres éiférgntes

tipos de soportes que se recomiendan pafaglarproddéciGh de .. -

otros inoculantes biol&gicos.
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HIPOTESTIS

Las Qiferentes fuentes de carbono afectarxidn el

tiem
po de generacifn del microorganismo.

Habrd una fuente de carbono mids adecuada para

sarrollo de estos microorganismos

Las caracteristicas fisicas y gquimicas d
tes tendrin diferentes efectos e"ri..;i'a.,
de la bacteria. :




IL.~ GEMERALIDADES

Z.1l.— ASPECTOS GENERALES

Azospirillum efectfa la fijacifn de nitrSgenc como
oxganismo de vida libre o asociado conr las ralices de una gran
wariedad de plantas nc leguminosas; principalmente algunas gra
mineas como maiz, trigo, sorgo, caia de axzficar y pastos forra
Jeros. Esto ha sido estudiado intemsivamente desde el redescu—

. brimiento de este microorganiswrc como fijador de nitrSgeno. Es
ta hscterxria weduce el rmitrSgeno molecular del aire a amonio y
excreta sustancias que estimulan el crecimiento de la planta.
citado (28) (38).

Ex comparacifin con Azctobacter, Azospizﬂlm sp se

encuentra en mayar cantidad en Ia rizosfera y en la superficie
@ rafces de cereales caon metabolismo C3 w C4 y pastos, atn en
svelos alcalinos donde ARzotobacter es encontrado usualmente en
mayor ntmere. ‘

Cuando esta asociado a vegetales superiores mo forma
estructuras especiales visikles en la rafz como en la simbiosis
Rhizobium-leguninosas, por ests rezfmnr esta relacifm ha sido IIla
mada ‘as.nc.iativa'- C3I7%



Se ha comprobado que la bacteria se’ encuentra intra

celularmente en 1a raIz, lo que detezmlna una relacidn estre—'

cha entre la baqter;a,'

plicar si’esta'as éiﬁq

2.2.~ TAXONOMIA

Beijerinck en 1922 aisl6 a un microorganismo £ija—-—

dor de nitrfgeno al que llamé Azotobacter spirillum poxgue lo

considerd un organisme gque eslabona al g&nero Azotobacter con

el género Spirillum pero en 1925 lo llamS Spirillum lipoferum.
(7), (41). )

Estos organismos fueron olvidados por muchos afios,
excepto por algunos reportes dispersos, se les 4i6 poca aten—
cién: Schroder (1932), Giesbérg (1936), Becking  (1963) y fi-
nalmente en 1976 DBbe;einer Yy Day lo aislaron de raices de -
ciertos pastos tropicales en Brasil. Esto causé mucho inte -

r&s e indujo a realizar estudios mis detallados.

En 1978, Tarrand propuso un nuevo gé&nero, Azospiri-

ilum, con dos especies, lipoferum y brasilense. (7) (41).
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En adici®n a esta descripcién, una nueve especie -

aislada de varias regiones de Brasil, Azospirillum amazonen=—

se, fué prdpuesta recientemente (1983). Esta especie es re-—
conocida en su aislamiento por la formacién de una pelicula
difusa y profunda en medio semisslido con malato libfe de ni’
trégeno, llamado medio Nfb. Esta bacteria no se mueve a lar
superficie y manifiesta poca actividad de su nitrogenasa. E§
to puede ser debido a que este microorganismo es sensible a
la alcalinidad del medio. (11). vEste medio con sacarosa'prg
duce poco cambic de pH, formando una gruesa pelfcula en la -
superficie y la actividad de la nitrogenasa llega a ser tan
alta como en las otras especies de Azospirillum ya citadas -
(11) . ]

Las principales caracteristicgs‘de'las tres ‘espew-

cies de Azogpirillum 'Se resumen ehnlé5£abia 

Estas bacterias son cortas, regorde ‘igeramen—

te curvas 5 de aspectofvibrqide,f

celulares de poli-beta—hidrox

Gram variable. Presentan ﬁo?i;idad'



TABLA 2.1 DIFERENCIAS ENTRE AZOSPIRILLUM SPP (11)

A. amazonense A.lipoferum A.brasilense

Crecimiento en medio agar blancas,planas rosas rosas
con papa. con bordes ele elevadas elevadas
Qolonias tIpicas - wados

Crecimiento en medio con

pi arriba de 6.8 may pobre bueno bueno

Tolerancia de oxfgeno pa
ra la actividad de la

nitrogenasa muy baja baja baja
Desasimilacifn de:

-+
m3 -—— - - th - a -+ +
NO, — - = = NO - _ . *
(rmu.creciendo con N2) 0.68 + 0.08 . 1.0al.5b" . .0.9 .+ 0,03
Flagelo polar + - % e o
Flagelos laterales en me ) Sl Sl e

BT N +

dio alcalino -

C#lulas pleomorficas
en medio alcalino -

Recuerimiento de Biotina - A

Uso de sacarosa +
Tiampo de generaciSn pa-—

ra crecimiento dependiente 10 hrs
de N, a una pO, Sptima

Comp. DNA base (molg GHC) 67-68 69-70 69-70

a) + positivo en mis de 90% de las cepas
+ positivo en menos del 50% de las cepas

_ negativo

b) Las cf€lulas Qe A. lipoferum pueden llegar a ser mis largas y anchas en
cultivos alcalinos viejos.
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gquido las cé&lulas poseen un flagelo polar simple, en medio -
de agar a 30°C presentan numerosos flagelos laterales de cox
ta longitud gue aparecen en adicifn al flagelo polar (25) -
(26).

Aungue la movilidad es una caracteristica taxonSmi
ca de Este género, en Francia se reportaron cepas de Azospi-
rillum, aisladas de la rizosfera de arroz, gque no son mévi-
les. (20)

- El 8 de G + C en el DNA es de 67-71% - -

En condiciones alcalinas & tensiones de oxigeno re
ducidas y en cultivos wviejos, pueden ocurrir formas largas,
encapsuladas, ovoides o pleomorficas. Las bacterias pleomoxr-—
ficas presentan de tres a cinco gr8nulos de materia de reserxr-—
va, PHB, Cuando se les cultiva en medios pobres de nitrSgeno
con extracto de levadura se desarrollan como espirilos de for
ma larga, ( 30~40 2 de largeo). En estos espirilos los gr&-.
nulos sSon escasos O ausentes. Bajo ciertas circunstancias .
especialmente en medio lIquido se producen estructuras de mi-

croquistes. (7)

En general, las cé&lulas cultivadas en medio con azd
car dan lugar a la formacién de bastones curvos que contienen

gotitas de lipoides. (25)



'En agar sélido ].fibre de nitrégeno las colonias son
pequefias, duras, opacas, q?sualmente secas ¥y tienen bordes -
Completos. En medio BMS afon rosas, opacas, irregulares o re
dondeadas, con frecuencia frugosas b tIpicamente.elevadas —_—
(DBbereiner, 1976; DSbereiner y Baldani, 1979). En el medio

BMS, la pigmentacitn es mayor cuando se incuba a la luz.

En agar nutritis}o o en medio con nitrégeno las éo—
Y :

lonias son brillantes, elsvadas, tienen bordes lobulados y -

las colonias wviejas muestran una pigmentacién rosa caracte —

| .
ristica en la mayor parte de los medios.. (2), (6), (7), (41)
I

Las cé&lulas en fc'orma de S se presentan en placas. -
|
de agar de cultivos viejo‘s, después de 3—-4 semanas estas bac

|
texias pierden su forma df‘a espirilos dando formas casi esfé&-

ricas. (41) |‘

|
|

Este génexro ha “demostrado tener la capacidad de _
enquistacidn. Las cé€lulas enquistadas difieren de las vege-—
tativas en su resistencia a la desecacifn por su forma esfa-

rica y por su inmovilidad‘. (6)

Los cultivos viejos desarrollan c8lulas vegetati-
vas gque pasan a gquistes y al ser resembradas en condiciones

!
|
|
|
microaexSbicas forman otx“:a vez células vegetativas. (6) (35).
!
I



A. brasilense.~ Mide cerca de l.0uam de diametro, -
son vibroides cortos y miGviles. En cultivos alcalinos las -
células permanecen principaimente como vibroides, en contras
te con A.lipoferum. A veces presenta las formas de C, gue -
son aglomeradas de bacterias. Ciertas cepas y variantes de
A.brasilense forman colonias que son mucho mis intensas en -
matfz rosa gue en el caso usual, en esas cepas este color i&
tenso es atribuido a la formacidn de varies pigmentos caro
tenoides lo cual s6lo ocurre bajo condiciones aerobias y po-—
drfa relacionarse a la proteccitn de la nitrogenasa delrdaﬁo
de la oxidacién. La mis tipica coloracién rosa de pﬁgas ce
pas puede deberse posiblemente a su contenido de citocram c.
(2z6), (41)

A.lipoferum.~- Las cé&lulas tiendep;a §é£ m&éfaﬁchas,
1.4-1.7m y mis largas, tienen un espiral conrunafj;media -
vueltas, tienen varios cuerpos de lipoides qﬁé‘llenan lé'ma—
yor parte de las cé&lulas, sOn poco mnSviles.. . En cultivos‘alf
calinos con extracto de levadura, presentan pleémorfismo} las
c€lulas largas pasan eventualmente por una fragmentacidn}en

c&lulas cortas y ovoides. (41)

A.amazonense.- Mide cexrca de 0.60 — D.GB;m de. d4i&-
metro, presenta flagelo polar no presenta formagidn de flage-
los laterales en agar nutritivo. kNo'pfesépté_fbrmas pleomSr~

ficas en medio alcalino. Forma colonias blancas planas, con



con bordes elevados en medio de agar con papa. (11)

2.4.~ ASPECTOS FISIOLOGICOS-DE AZOSPIRILLUM

2.4.1 Temperatura
Afn cuando el rango de temperatura para_creciﬁien-ﬂ

to de Azospirillum es de 4-45°C se observa mayor crecimien—
to entre los 30-37°C. Parece ser gue unaitemperatura,ménor';

de 37°C es favorable para la formacidn de flagelos lat{réles.

(26) (41)

La temperatura Gptima para la actividad de’la

genasa corresponde a los 33 y 34°C, &sta actividgd se

arriba de 45°C (Ddbereiner y Day). (40)

nipH.ceércano_ a:ila —-~

Los organismos crecen mejor

neutralidad, el rango para‘crecimieﬁﬁbwéétimo:és de 6.8-7.8 y
no hay crecimiento abajo de 5;5‘y grflbé de 8.7. Con &cidos

orgdnices como fuente de enérgiaféi*pﬂ_ésciende r&pidamente,
este problema se reduce con la adicidh de 10g/1 de sales de -
fosfato al medio para aumentar la capacidad amortiguadora, pe
ro concentraciones excesivas dé estas sales actfan como inhi-

bidoras. ILos buffer orgdnicos no son recomendados para el
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control del pH por su tendencia a interferir con estudios me

tab&licos.

La presencia de Azospirillum en el suelo es alta-i__

mente dependiente del pH aungue una vez 1ntroducid

ria en la ralfiz este factor no le afecta. (2)

Algunas cepas aisladas de rafces pare'é:‘er'xv“px:'erfe‘x::i.i'x.-,,,j

el medio XZcido, recientes observaciones indican que’'no solo- "

A. amazonense sino tambi&n algunas cepas de A. lipoferum'y
A. brasilense <recen mejor a pH de 6.3 o atn de 5.7. Lo -
cual es debido, posiblemente, a gue algunas cepas colonizan

los vasos del xilema, donde el pH de la savia oscila entre

5y 6. El orden de sensibilidad a la reaccién alcalina es:
A. amazonense, A. lipoferum , A. brasilense. (11)

2.4.3 Requerimniento de Oxigeno e LI

Azospirillum posee sobre todo un tipo de metabéliﬁ
mo respiratorio con oxigeno o nitréﬁo'como_aceptor fihal_aé -
electrones. Bajo severas limitaciones de oxigenc el nitfatc
es desasimilado a nitrito, NO, Nz;; Se ha observado que a la.
pO, de 0.003 — 0.008 atm, se efectda la fijacifn de nitrdge-j
no; esta presidn se proporciona in vitro utilizando un medio,

semisSlido (26). En estas condiciones Azospirillum forma —




una zona de cé&lulas de mucha movilidad a cierta distancia de
bajo de la supexficie en don@e produce una pelicula de partf
culas de CaCO3 indicando su preferencia por las condiciones
microaerofilicas. Esto se observa en medio libre de nitré-~
geno en donde se comportan como microaerofflicas porque care
cen de un mecanismo de proteccién del oxifigeno, para la nitrg
genasa (Day y D®bereiner, 1976; DSbereiner, 1977; Okon et al,
1976) . (7)

En cultivos continuos un aumento de oxIigeno propoxr
ciona un aumento en la fijacidn de nitré8geno y en el creci-

miento de las cé&lulas con tal que no exceda de 2.5pm. (41)

Un mecanismo de proteccién contra los niveles de -
oxfigeno desfavorables bajo condiciones de fijacién de nitrs-
geno es la formacidén de una cipsula externa de la membrana =

de la c&lula. (26)

La f£ijacién de nitrdgenc esta usualmente aéop;ada-
con la actividad de la hidrogenasa porgue es un proééso de. -
redu;cién, donde hay un flujo de protones al NZ produciendo
NH3. El oxigeno, el azul de metileno y el NZO mantienen la
asimilacién de hidrdgeno, indicando la presencia de transpor

tadores de electrones.
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La respiracifSn dependiente de hidrdgeno es sensiti
va al oxIgeno y parecida en la fase estacionaria, la ausen-—
cia de un sustrato oxidable o las condiciones microaeroffli-—
cas (0.75% de 02 aprox.) son suficientes para inactivar el
sistema de absorciSn de hidrSgeno. (42)

2.4.4 Metabolismo

a) Fuentes de Carbono

Azospirillum brasilense y A. lipoferum crecen bien

en Scidos orgdnicos tales comeo milico, succiInico, lictico, -
pirfvico © cis-aconfitico. El acetato mantiene un crecimien—ﬂ
to moderado y crece pobremente en citrato, -rfetoglutarato,
oxaloacetato, fumarato e isocitrato como fuentes de carbono
(2). sSin embargo el crécimiento en carbohidratos es mds reg
tringido, los monosacdridos ﬁales como glucosa, fructuosa y
galactosa son utilizados por Azospirillum pero los di, oligo
Yy polisacdridos no son metabolizados (26) (29). A. brasilense
es particularmente exigente, no crece en D-glucosa, D-manosa,
D-sorbosa © en sacarosa; pero crece en D-fructuosa, D-galacto
sa y L-arabinosa. A. lipoferum es menor exigente, crece en -
los mismos carbohidratos gue A. brasilense y ademds en glﬁco—
sa, manosa, sorbosa, «-—-cetoglutarato, arabiﬁosa, galactosa, - ¢

maltosa, lactosa, ramnosa y Xilosa. La manosa y el glicerol
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son utilizados para mantener cierto crecimiento, (26);(43).
En etanol tambi&n aparece ligero crecimiento (2),(26).

Ambas cepas A. brasilense y A. lipoferum parecen
crecer bien en metano, metanol o formato como . tnica fuente -

de energfa. (26)

Se ha reportado que A. amazonense es capaz de uti-

lizar malato, sacarosa y trans-aconitato como fuentes de car

bono. (11), (40)

Algunas cepas aisladas de A. lipoferum crecen lito-
autotroficamente con hidrSgeno ya gque contienen una hidroge-—

nasa de asimilaci&n. (21), (286)

Mufioz Garcfa y Caballero Mellado de la Universidad
de Puebla, en 1983, reportaron que Azospirillum es capaz de
fijar nitrSgenc molecular utilizando ¢02 como Gnica fuénte

de carbono. Aislaron Azospirillum sp de la rizosfera de a-

rroz y de Panicum maximun logrando el 100% de aislamientos ~

utilizando el medio de Nfb semisSlido con CO2 como dnica  -—--

fuente de carboneo y lo recomiendan por su rapidez paravlograr

*
el aislamiento y per su bajo costo. )

* Resfimeénes del XIV Congreso Nacional de Microbiologfa,: Aso-
ciaciSn Mexicana de Microbiologfa. Rev. Latinoam. de’Microb.
En-Mar, 1983. vVol. 25, No. 1, p&g. 41. AT



b) ‘Fuentes de Nitrogeno

En condiciones de cultivo Azospirillum utiliza un

amplio rango de fuentes de nitrSgeno incluyendo: NZ' NO3; e£

tracto de levadura, peptona, aminofcidos y cloruro de amonio.

Azogspirillum utiliza el Nz s6lo en condiciones —
microaerofflicas, produciendo altos niveles de poli-beta-hi-
droxibutirato. Cuando se le cultiva en presencia de NH4 su
morfologfa cambia, las c€lulas son m&s largas y con menoxr -

difmetro y presentan mis espirales gue cuando crecen en N,.

(2)

La adicifn de pequeiias cantidades de nitxrd8geno: cog
binado (niveles iniciales de 0.01 - 0.005%) aximentén elgra—
do de crecimiento y acortan la fase lag. EL nitrato .de pgjta'-
sioco y el extracto de levadura son mis efectivos que Alk‘a: pepto-

na y los casaminodcidos.

La adicién de 0.25% de NH;I., a medio liquidvo Vsﬁe-—
mis&Slido mejora el crecimiento bacteriano, inhibe la reduc-
cidn de acetileno porque reprime completamente a la nitréée—

nasa, pero mejora el grado de crecimiento bajo condiciones -

aerobias. (33)

Otro de los factores gue requiere Azosgirillﬁ:ﬁ -
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para su crecimiento es la biotina, se ha sugerido que la Lbio~-

tina es likerada por las raices de la planta y utilizada por

Azogpirillumn lipoferum. Se ha compi-ohado que A. brasilense
¥y A. amazonense no requiere de biotina para su crecimiento.

(L1).

"c) Metabolismo del Carbono:

Con base en: la act;.v:.dad metabdlica se han estable

cido dos grupos del género Azosgirlllum Y un £ 'rcer grupo D
Esta: subdi

A. amazonense esta en estudio.

especies. (3) Esguema 2.1

Ambas especies muestran todas
via EMP y algunas de A. lJ.Eoferum muestran odaslas~enzimas ,

de la via E.D.

Una comkbinacién del ciclo de. Ac: tricarhoxillcor -

ha sido reportada como est:.mul_ant;e Qe actlvzdad de la ni-

trogenasa, tambi&n se ha pfopuesté"éh

pentosas fosfato (26). La arabinosa es utlllzad

miento de A._ brasilense, se encontr6 oue en ciert

mentar el medio cue contiene dcido organico con arabinosa Oko et al de rnos-~




Gluconato Fructuosa Glucosa

Fructuosa

PEP

Fructuosa 1P

lA‘I‘E’

. Fructuosa 1,6 P s

Triosa P

Naf
Piruvato/
Pir s o L o
. . : - —=F Pir
TCA ¢iclo €———- L-~arabinosa -
: XAA
malonato ) Sl TCA ciclo g—=—=l~arabinosa
malonato
A. brasilense A. lipoferum

ESQUEMA 2.1 Posibles vfas para metabolismo de carbohidratos  (30)

IAA - jiodoacetato
FPir- f£luoropiruvato



‘£ré 1la atracciﬁh quimotéctica a la arabinosa por A. ‘brasilen
se, Y se ha. encontrado gque la arab;nosa es: una.: .excelente -

fuente -de carbono y energia para el crecimiento v fijacidn-—

de nltrégenq, obten1éndose tiempos de ‘g ner ‘n y reduceidn

de acetileno en rangos comparables a los. gue se. encuentran -

en mglégo;‘(32)

forilaci6n de la fructuosa a’ fx ctu

sistema de fosfoenol piruvato ‘transferas

Ambas cepas poseen glucocipasa
lipoferum es permeable a la gluccsa.f‘Lé;

xocinasa ocurre unicamente en A. 1igoferum

xosa monofosfato, pero’ sil contienea
un ciclo de Krebs co

enzima milica. En_ﬁédio‘de

como fuente de carbono.yrﬁﬁa‘fuénte de nltrGge o en: condlcio--ﬂ




nes anaerébica§ A. brasilense muestrabuna habilidad fermen-—
tativa débi;- A. lipoferum acidifica la glucosa: y fructuosa
formando pequeifias cantidades de gas. (14}, (26), (30), (32),
(43),

4d) Metabolismo del Nitrogeno

diciones bajo las cuales el nitrato ‘es usadox

final de electrones en la respirac 6n o”como fuente

geno para su crecimiento son’ dxferentes.r(s)

-+
tos son desasimilados a nitritos. pepa nir
previene la 1nh1b1c16n de 1a nitrogenasa .
poseen la enzima nitrltoreductasa, cepas nir Jos nitrltos
son desasimilados a productos gaséosos, cuando las. cepas ca~
recen de la enzima, cepas nir_ , los‘nitritos permanecen en

el medio. Cexca del 50% de las cepas de é. prasilense y la

mayorfa de A. lipoferum son capaces de desasimilaxr los ni-



tritos a nitrdgeno gaseoso (9) (13).
En la asimilacifn de amonio estan involucradas tres

enzimas, la glutamino sintetasa GS,la glutamato sinte;asa
GOGAT y la glutamato deshidrogenasa. Pero se ha encontrado gue
la expresifn de la nitrogenasa necesita de la actiﬁidad de la

enzima glutamino sintetasa y la glutamatce sintetasa. (5).

e) Nitrogenasa

En la fijacifn biolSgica de nitrSgeno, primeramente
el triple enlace del nitrfdgeno es roto y despu&s tres 4dtomos
de hidr&Sgeno se transfieren y reducen al Stomo de nitr6fgeno pa

ra despué&s incorporarse a las protefnas (31).

Lz transferencia de los Stomos de hidrSgeno es a par
tir de carbohidratos tales como la glucosa, siendo el sitio de

transferencia la enzima nitrogenasa, considerada como la molé&-

cula clave en la fijacidn biolSgica del nitrSgeno (31) .

El sistema de la nitrogenasa de Azospirillum estS& -
integrado por tres componentes: la protefna MoFe, la protefna
Fe y un factor de activacién para la proteflna Fe. Las dos pro
tefnas son sensibles al oxfigeno y son esenciales para la acti-

vidad enzim&tica adem3s de ATP (gque es hidrolizado a ADP + Pi),

un metal bivalente (generalmente Mg2+), una fuente de- electro-



nes (NaZSZO‘ in vitrSs) y un medio ambiente anaerobio. (- Postgate

1982) . E1 proceso de activacién es similar al encontrado-‘en =

Rhodospirillum rubrum (Kanemoto 1984; Ludden, 1976).(citado'en

26) .

La sfintesic y la expresifn de la nitrogenasa son re-—
guladas por diferentes factores entre estos el oxfgeno gue la

inhibe fuertemente y fuentes de nitrdgeno como N84 y nitratos

(5) (26).

En condiciones anaerobias y en medio Nfb con 10 mM

de nitrato Azospirillum despu#s de 30-60 min. muestra activi-

dad de la nitrogenasa dependiendo del nitrato, pero no hay cre

cimiento, durante este perfodo el nitrito es acumulado en el

medic. Despufis de cuatro horas las c&lulas empiezan a asimilar

el nitrito, a erecer y dejan de fijar nitrSgeno (26) .

Un aumento en la concentracién del amortiguador de
fosfatos a 10 g/1 prolonga el crecimiento y la actividad de -
la nitrogenasa, concentraciones mds altas los inhiben (33).
Papen y Werner sugieren una actividad bifisica de

la nitrogenasa la cual puede ser debida a la excrecidn de suc-

cinato o a la enéuistaci&n de Azospirillum (35).,
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El sistema de la nitrogenasa de Azospirillum in vi
vo no libera H, perque este es reciclado por la hidrogenasa

(26) -

Seung-Dal Song y Hartmann (1985) considerardnlimég;
tante aislar y caracterizar el sistema de nitrogenasa‘&é.ﬁ.
amazonense Y1, porgque el organismo difiere de los otros Azos-—
pirilla en tolerancia a los &cidos, pO, Sptima, crecimiento y
£fijacibn de nitrSgenc en presencia de sacarosa (Magalhaes,1983).
Ellos realizaron la purificacifn y caracterizacisn molecular
de los componentes de la nitrogenasa, encontrando que presenta
los dos sistemas de proteinas: proteina -~MoFe y proteina -Fe,
1o cual es semejante en otros organismos, pero A, amazonense -
no presenta el sistema enzimitico activante —inactivante para
la protefna gue regula la protefna~Fe de R. rubrum "~y A. bra-—

silense.

Los autores concluyeron que esta nitrogehasa ests. -

m&s relacionada a la nitrogenasa de Azotobacter vinelandi que

a la nitrogenasa de A. brasilense . (40)

Shéllhorn, Burris y Dilworth, encontraron gue la ni
trogenasa reduce el acetileno a etileno y dque esto puede ser
usado como indicador del grado de fijacifn de nitrSgeno. Hardy

y Knight surgieron el uso de esta reaccisn para cuantificar -
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la actividad fijadora de nitrdgeno. La cantidad de etileno

que se forma por reduccién de acetileno se determina por Cro

matograffa de gases. Este m&todo tiene la ventaja de ahorrar

es un m€todo indirecto, por lo gue muchos

tiempo ¥ reactivos,
sin embargo los resultados obteni-
15

dudan de su efectividad,
dos han coincidido con los de incorporacidn de N, . (7)(24)

El método de incorporacifn de N, es el mis seguro

para demostrar la capacidad para fijar el nitrxSgeno.
inhibe la fijacidn

Con aste

mé&todo se ha demostrado gue aungue el HZ
de nitrSgeno no se reprime completamente la actividad de 1la

enzima. (7) (19)

2.5.- OTRAS CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS DE IMPOR?ANCIA

Azospirillum presenta actividad pectolftica a tra-

vés de las enzimas ‘pecticaliasa y enaoqalacturonasa (Umall -
Garcia et al. 1981). '
(Gien et al,

Acido poligalacturSnico y transaminasa
198l) han sido reportadas en algunas cepas de Azospirilium ,

esto puede tener significado en la colonizacidfn de la mitad

laminar del tejido de la railz (Umali-Garcia, 198l). Y se con-

sidera que esta es una de las razonesS por las'que Azospirillum

se desarrolla en cultiveos de tejidos. (citado en (6) (26) .



Floculacién

En estudios recientes se demostrd que Azospirillum
es capaz de producir exopeolisaciAridos, particularmente &G-poli
sac&ridos, la producci®n de estos y la formacifén de c&psula -
son prerreguisitos para la formacidén de gquistes maduros. La
produccifn de exopolisaciridos es la causa de la formacién de
agregados celulares durante el crecimiento y da lugar al fend-
meno llamade "floculacidén”, el cual ocurre en cepas de A. bfa’

silense y A. lipoferum, especialmente en cultivos ligquidos con

fuente de nitrSgenoc en forma de KNO3 - Se comprobS que estos
agregados celulares pueden ser desecados para conservacifn de

las cepas ya gue se encontraron viables hasta seis meses des-—

pués. (39)

Pruebas Bioquimicas

Las siguientes pruebas bioquiImicas goq’g@sitivaé”pg

medio con

nitroso y nitrégeno gaseoso.

Las siguientes pruebas scon ﬁegativéé 'h drﬁlisis dé;

almid6n y gelatina, produccidn de pigmentos'sblhbl s'éb:agua,



produccidn de indql, acidificaciép del medio con: lactosa,

sacarosa, ramnosa,. celobiosa; eritritol, dﬁlditol o melobio

sa.

La activ;dad de la

rango desde fuerte activxdad hasta i de

Azospirillum amazonense si es

sacarosa. (11)

Resistencia a los Antibioticos

na (15 microgramos) (Ddbereiner=Baldan en’13)

resistentes a algunos ant

utilizé dos mutantes, .una

cepa mutante re81stente a.'

muy Gtiles en estudlos en,campo porque ayuda a reconocer las
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bacterias aplicadas y asi poder estudiar el verdadero efecto

qgque tienen sobre las plantas. (28)

T&cnicas Inmunol&gicas para idenﬁifiééf»Azbspixillum

Las especies y grupos de Azoseifiliﬁm fuefoﬁ'carag
terizadas serxolSgicamente por Schank et-al, '1979 ¥ De’ Polli

et al, 1980 (citado en (23) (27))

Ellos utilizan antisueros preparados contra las cg&
lulas Integras para la té&cnica indirecta de anticuerpos fluores

centes para distinguir entre las especies y tambi&n entre los

grupos de las cepas de Azosgirillum.

Ladha, BarrOQuio Y. Watanabe en-1982, reportan el

uso de técnlcas de inmunodifusién e inmunofluorescencia. En

la inmunodifusidn se" contr6 que A. liEoferum producen preci

pitacién minima con la mayor parte de cepas aisladas de A. lipo-

ferum y también con A. brasilense,‘en tanto gque A. brasilense
produce bandas s6lo con las cepas de su especie. La reaccibn
de inmunofluorescencia ggn‘AzosEirillum se mostrf como especi-
fica de especie. Los aAtIgenoéyde cultivés viejos presentaron

mejor la reaccibn de inmunofluorescencia, es decir con mayor

intensidad. (27).



2.6.~- RELACION PLANTA-BACTERIA

Azospirillum se encuentra en la‘;izosferaydelrsuelp ¥y

en. asociacifn con las rafces de plantas de-metabolismd7c359?C4

y atn cuando se reporta en las raices de diversas famlli s ve—

getales (gramineas, cactaceas, etc.), parece existir ciert 'eg'
" pecificidad, report&ndose que los vegetales de metabolism
son infectados selectivamente por 5, lipoferum, mlentras que—-
cereales de metabolismo C3 (trigo, awvena, cebada y centeno) son

infectados por cepas nir  de_ A. brasilense. (26)

La presencia de Azospirillum en la raiz no forma estruc
tura especiales visibles como en la simbiosis Rhizobium-legumi
nosas, por . eso esta relacifn es conocida como simbiosis asocia

tiva.

Al ser inoculado, los- azosplrilla forman velos alrede~

ncon

dor de las sem1llas g clrcundan las raices o o guantes

trandose directamente en la superficie de la .raiz y en la.par—

19878)

(18). La infeccifn hacia elﬁinterlo:‘del cSrte

terias o colapso de un falso tejidd”ex
puede ser completamente tapado.con. bacte

rre inicialmente en ramificacionés;de;l



gitudinalmente en la railz principal. (26)

En,culbivos‘monoaxénicos de Pearl Millet y‘Pasto Gui-

nea,

irmemente a” atacar los pelos radi

ces y comienza’

La penetraci6én de las bacterias-a 1§}r§;
a través de puntos lisados por las mismas b;;ée;ias o a‘trar;_
vés de espacios creados por la descamacibn épitélial o -
rafz lateral emergente. Azospirillum ha sido dbse:vado_deﬁﬁro

del tejido laminar de la raiz y también intracelul e, ‘al

gunas veces en gran ntmero, pudiendo incluso repfeSéntar una
invasifn de muerte para las células de la plantavdéndéyla pa-

red sufre de autolisis. (26)

Quimiotaxis

Entre los facto#équQé:afeqfan‘la,iniéiééi& de.las -~

asociaciones ‘planta~—'ba

muy importante

enSmenoc al. —

~estas 'bacterias en



suelos tropicales.

sino'probablemente ‘a lv

dos,

a la accién conjunta de lcs mLsmos.:(3)f7“ N f 4
En trakajos mis recientes realizados por Reinhold, Hu
rek y Fendrick en 1984, reportan gue la respuesta quimioticti-
ca no esta relacionada con la habilidad de la bkacteria para
metabolizar el atrayente, por el contrario, depende de la con
centracifn de este y su estereoconfiguracidn. Azospirillum
es atraldo especificamente por sustratos de bajo peso molecu-
lar, los gue son de diferente naturaleza y se encueqttan en

diferentes concentraciones dependiendo de las plantas hospe—.

deras gue los exuden. (37)

El oxalato ha sido detectado 2 U o > astés

Kallar, téiéesrdé'ﬁrigéwyméérdé,

plantas. Este fenSmeno puede contribu

las plantas hospederas en estas asoqia 4)(16)(18[&29).



Produccién de Fitohormonas

Azospirillum, como Azotobacter y Rhizobium, es ca-

paz de producir sustancias como son: el &cido indolacético =

(auxina), #Zcido indol-lictico, giberelina y citocina que pro-

mueven €l crecimiento de algunas plantas.

Se han reportado especialmenteen cep:

lense (1), (26).

Hartmann, en 1982 trabajs con mutantesde Arzosgil;'illum
que secretan mayor cantidad de tripto.fano'.y &éidd indol acéti-
co y reportd gque A. brasilense sintetiza la hormona Ac. indol
ac8tico a partir de triptofano, lo cual puege ser de gran ut_i-
lidad en estudios para promover el crecimiento de vegetales

superiores. (15) (28)

El aumento del crecimiento y del rendimiento de tfi
go en campo demuestra claramente el potencial ;gricola de 1os
sistemas de infeccifn de la raiz, por Azospirillum. Ohseryé -
mos que el aumento del rendimiento coincide con el aumento en

la cantidad de cosecha, lo gue hace suponer gque la produccién
de sustancias promotoras del crecimiento es de mayor impo'rt:ag_

cia agrfcola que la actividad de la fijacién del nitrbgeno. (38)



2.7.- IMPORTANCIA AGRICOLA

fera, - es incorporadoc-a

recido a,Azoséiriilﬁm

plantas, ¥ IéAidﬁéQACéidn

especializada en el cas

pirillium. (25)

mo el naiz, trlgo,
son los mis frecuentemente cita
no ser f&cil demostrar 1a a

gran variedad de pastos

AfGn cuando se;#eportan
trSgeno en las planLa'
Azospirillum esto no puede ser
£ijacisn de nitrégeno, :



de Azospirillum de producir fitohormonas que influyen en el

crecimiento de la planta y afectan la poblac;dn de la rizosfe

ra. AtGn cuando faltan datos que aclaran 1as causas de la elec

cibn de los: genotipos de la: plant Jy

En el cuadro 2 2_

cibn de Azosgir;llum en diferentes cultivos:

2.8.— PRODUCCION DE INOCULANTES

Beijerinck en 1898 indlcﬁ la n
artificialmente bacterias a los suelos

desarrollc de la industria de los in

Los inoculantes son cultivos
una bacteria seleccionada e mmpregnada

El soporte es un material vehiculo,

sicas y gquimicas deben ser adecuad

microorganisme el tiempo necéSétio

culacitn de semillas sin‘qﬁefilég
infectantes y de crecimiento:
El sopoxte débe‘présentaf ias1si§u1qnte_»céractgrisei

ticas:



- Alto contenxdo de materia crgénica

- Alta retencién de humedad

~ pH cercano a a neutralidad B

- F&c;l pulverizaCiGn i

- Buena adhesién a 1as semillas

- Dlsponlblllad a baJo costo.;
- Ficil esterilizacidn .. -

La turba es el soporte_ rﬁs utiliAa‘

mas htmedos y con tempexaturas bajas v resulta de la acumula

cién y descomposicifn parcial de™ 1os dep&s tos vegetales, acu

mulamiento de plantas de la familia Sphagnaceae,Aque se han-
conservado bajo condlciones de escasa aereacxdn en los reman-

sos de lagos, estanques g pantanos.

Los depﬁsitos de turba no son abundantes en el mundo

Yy su calldad es variable dependiendo de su origen bot&nico,

edad, capacldad de retenc;én de agua y microflora presente.

(10)(17)(36L

harina de alfafa, paja molida, levadura y saca O’

.getal, algunas varledades de’ carbén m1

serrin’ descompuesto,

maiz,

sacarosa y extracto de levadura




TABLA 2.2.-

EFECTO DE LA INOCULACION DE AZOSPIRILLUM

TRATAMIENTO
CULTIVO TESTIGO INOCULADO INCREMENTO  REFERENCIA
pigitaria s/inocular inoculando ganancia de- N Shanck
-agc_\ﬁﬁﬁs_ solo 1a 200 Kg/Ha 1975
Pennisetun S/fertili - C/fertili-~ en peso seco gnith
zante zante de N 1976
Pennisetun . S/inocular con una pe-— en materia Taylor
ilcum maximurt fia canti seca 1979 .
R dad de N . ‘
gitic‘:;nm S/inocular en planta R ier v
=2 . altura y Lar
No. espigas 1979
Zea mays S/inocular en diferen-— % de reduc-— Cohen
tes tipos cifn de ace et al
de suelo tileno. 1980 -
peso seco C
contenido de
N
Panicum &/inocular en plantas peso seco de Kapulnik
Sorgo rafces., Cre- et al |
Trigo cimiento de 1981
1z planta y :
contenido de N
Triticum S/nitrSgeno = nitrSgeno 30-36% en
aestium ~aen fert:’li produccisn
zante + 11;10 de granc
culante
Pearl Millet S/fertll:l.zan . 'con. ferti-
g lizante ni- -

Pannisetum a.

te

e tregenado




perlita, roca fosfSrica molida, compostas de ciscaras de ca-
£&, de cidscara de arroz, de mazorcas de maiz, bagazo de cafia

de aztGcar y compostas en general.

Los soportes varfan de su capacidad para absorber la
humedad, lo cual determina la cantidad de cultivo lfquido que
debe ser agregado al hacer la inoculacifn. Se debe tener una

humedad del 50-60%. (10) (17) (36).

La produccién'de inoculantes se divide en cincd  eta —

l1.- Recoleccitén y prepa:aciﬁn de los s
2.~ Propagacién del in6culo en cultivo‘liqu;do
3.~ Mezcla del cultivo liquldo con el s t
4.- Empacado adecuado )

5.~ Control de calidad de los inoculantes

Muchos trabajos han sido publlcados lacercaideila: flSlO

logia y fijacién de nitrégeno por Azosgiri um)  asg

la’ inocu-

ciacifn con rafces de plantas y su efevto después de
lacidn de semillas o ralces, ; sco

vivencia en un soporte.

Lo anterior tiene:gién'iﬁpdrtancia porque si‘se:piensa

aplicar un programa de ihoéulagiﬁn de Azospirillum arniQei -



- 37

agricola, lo mAs conveniente es hacerlo por medio de inocu-~

lantes y no con cultivos lfquidos como se hace a nivel inver-

nadero.

Hay muy pocos reportes sobre esto: Jagnow en 1982,‘rg
porta la sobrevivencia de Azospirillum utilizando suelo esté-
ril como soporte pero lo somete a diversas condiciones de  «-

stress y no a una condicién normal de almacenamiento. (22)

sin embargo Albrecht, en 1983 reporxta algunos experi-
mentos en los cuales utiliza turba como soporte y una mezcla
de turba y arena. El inoculante de turba lo utiliza para ino-
cular semillas de Pearl Millet y se hacen algunos -tratamien -~
tos con fertilizantes, finalmente se determina la poblacifn de
la rizosfera a diferentes perlIodos de tiempo. Con la mezcla de
turba vy arena se hizo 1la determinacisn de sobfevivencia y di-

cho inoculante fue conservado en frascos (1)

Por lo tanto es importante seguir haciendo pruebés pa-
ra determinar si en un futuro es posible utilizar inoculantes
con Azospirillum para aplicarlo a nivel agricola, ya gque se
han hecho numerosos estudios sobre las ventajas qgue repreéen—

ta la asociacifn Azospirillum-planta



IXI.—- OBJETIVOS

3.1.— OBJETIVO GENERAL -

3 algunas de las condic1ones adecuadas para

producir" noc la tes con Azospirillum.

3.2.- OBJETIVOS PARTICULARES

1.~ Estudiar el comportamiento de dlversas cepas de Azosglrillum

en medios de cultivo con dlferentes fuentes de carbono

2.~ Determinar la temperatura Sptima ae‘crecimiehto de algu -

nas cepas de Azospirillum

3.—- Establecexr la fase de crecimiento adecuada:

apropiado para efectuar la iho@gl

4.— Determinar el tiempo de maﬁr




IV.— PARTE EXPERIMENTAL

Este trabajo se desarrollo en’ el Laboratorxo de Micro

de las cepas empleadas se indican-en la’tabla"

Se emplearon tres soportes gque- corre
sola (proporcionada por FERTIMEX) y ééja

clada con turba ‘en propdrciohes ae p/B VovV/V

dos o tres resiemb

semisSlido  (apéndice’l), incubando.-a 28 ,egcomproﬁé’spr




TABLA 1.~ CEPAS

Se emplearon 7:cepas de Azospirillum de. la colecci6n
de la Facultad de Quimica,. Ias cIav_e.s, especie y prg

cedencia se ‘indican a.continuacidn

CLAVE

sp -7 13,23

Pox 13,23
Pangola, Matfas Lo
Remero, Oaxaca

C, - A. brasilense Aislada de tri - 13
go, Celaya Gto.

vI-1 A. Brasilense Aislada de maiz 34
Metepec, Edo. de M&x.

vS~1 A. lipoferum Aislada de sorgo 13
Valle de Santiago Gio.

5 sc A. sp lipoferum Aislada de avena =23,
Metepec, Edo. de M&x

Vr-2 A. lipoferum Aislada de maiz. 34

Metepec, Edo. de MSx.




FIGURA 2.- ESQUEMA DEL PLAN DE TRABA.JO

Seleccifin de 2
cepas con base
en antecedentes

fuente de car

Determinaciones
fisicas y quimi
cas

Control de
Calidad

Propagacifn -
de Azospirtllum

L

Preparacifin del
Soporte

l

Inoculacisn del

Soporte

|

Maduraciftn del
inoculante

l: Almacenamiento J
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FIGURA 3.~

52

PAVAVAVAV AW

18 v

PANVA VA T —
cimiento

(E1l mismo nlmero de

repeticiones para
cad a fuente de car
bono )

Condiciones de incubacifin: Tamperatura de 33 -34 °C y en agitacifn a 250 rpm.

Se realizf el mismo procedimiento:ppra cada cepa en las fuentes de carbono a
probar.
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actividad mediante la observacifSn en fresco de la morfologla

y movilidad tIplca de cada cepa.

(ap&ndice.:

riormente::

'diféfehtes pe—

'riodos de incubac;én mediante tinc16n de Gram y observaciones

o -1.8 fresco.
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Una vez seleccionada la fuente de ca*bono para cada
cepa se procedid a repetlr el experimento var;ando en este ca

so las temperaturas (28 30 33 y 36

°C). a’ f£in dei‘ete:mina: la

temperatura Gp ima: de desarroll

4.3.- DETERMINACION

DEALGUNAS  CARACTERISTICAS FI ICAS~¥,QUI—V

MICAS DE:LOS

Las relac

den para turba-5.0:

vy para la mezcia‘déf

,emper;tuiamdel-
105-110 °C,” . ‘

zandose por qulntuplicado con las siguien

tes cantidad S de muestra turba 0. 05 g. ‘paja mafz 0.0l g vy
mezcla 0. OS ‘g



4.3.4.~ Retencitn. de Humedad

Para determ1nar=la cantidad de liquldo necesario por

4.1.-  PRODUCCION:DE:INOC!

tralizados los

== W:aztie"‘o

s:\—...—. —

Eors "’s;s

TETmarm= de 121  °

para>1a pre—
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en cuanto a su efecto en el aumento del rendimiento agrficola.

Las cepas fuercn 1nocu1adas en medio Nfb quuido -

con la fuente de carbono

rpm hasta alc

a las UK obtenidas en

La poblacidn mlcrobiana se ajus

Nfb lfquido vy estérll hasta obtener a
procedis a la inoculacidn de'los soportes

PR e et
4.4.3.- Inoculacién de los:Soportes

pricticas ag;iqql
de turba 60 mifgé ins

de inéculo y a¥l0Q gde

Dé‘c&dajsoporte
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FIGUPA 4.- ESQUEMA DE PRODUCCION DE INOCULANTES

Propagacisn de
Azospirillim

Activacisn D

N

Neutralizacisn

- Tamizado

Ester;_l izacifn

Ajustar UK

e L eno

S Ulacj;oﬁ‘de

Sello hermético

Maduracisn a Tem
peratura ambiente

Almacenamiento.
de producto ter~
t‘;rado a t ra

ambiente



- 48

de ellos fué&: usado como contzol y a’ este se agregé medlo dein

cultivo estérll, 1os ot noculados con”

y,VT—l

de las $p7_

AZOSPIRILLUN A DIFERENTES PERIODOS DE ALMACE

Se realizé mediante la té&cnica de”di

cuenta en placa, empleando Gelosa Nﬁtritivé}(éﬁéndi

determing el ntmeroc de microorgaﬂismc

fueron:

nias para.verifica:



ristico y tincion de Gram

4.6.-PRUEBA. ADICIONA

quintupyicéa

Semillas
2Zdherente
Inoculante
Resultado X cantidad

rente.
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FIGURA 5

1 Semilla ————
2y 3)

“fncubar a’ 33 °C
~ 48 'a 72 Hrs. ’

CUENTA DEL NUMERO DE COLONIAS
OBSERVACIONES MACROSCOPICAS
¥ MICROSCOPICAS.
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Semillas

Adherente

Inoculante::

el periodo en que se considexd madurd

- 26 goma ardbiga (Ap&ndice §) -



CUADRO é.- CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

PAS DE AZ0SPIRILLUM

¥ CULTURALES DE 7 CE

52

Tincitn de
Gram

Morfologfa v Movili-

dad celular

FOMaci®n e
de pelicu bioti-
la -

Yesarrollo en NED ss

cali-—-

niza el
na medio

Sp~7

Coleceibn

V-1

vs-1

vr-2

kacilos cortos curvos
con grinulos de PBH,may
mSviles, novimiento en
S y canwo espiral, tama-—
fio 1.0 X 3.8 j,

kacilos curvos, presen—
tan grinulos de PBH,mo-
vimiento en espiral y
como S. Tamaio 1.47 X
5.88 n

igual al anterior pero
miden 0.35 X 2.9 a

igual al anterior muy
mSviles

bacilos largos ligera
mente curvos, con gra
nulos de PBH tamafio
0.9 X 5.0 a movimiens
to lento en forma de
s

c&lulas largas, lige—
ramente curvas,grue -
sas, presencia de gra
nulos de PEH, movimien
to muy lento,

CElulas grandes, ple-
morficas, gruesas con
grénulos movimiento —
lento ¥y caomo en S

Mm=
SS =

nicras
semisSlido

Observaciones efectuadas en la 3a. resiembra de la activaciﬁn. ) )



CURVAS DE CRECIMIENTO DE AZOSPIRILIUM CEPA Sp-7
UTILIZANDO DIPERBNTES FUENTSES DE CARBONO

Puentea de C
~=-=~ guccinico
milico
glucosa
sacarosa
manitol




CURVAS DB CRECIMYENTO DE AZOSP

TRILLUM CEPA Pox
UTILIZANDO DIPERENTES PUENTES DB CARBONG

Fuentes de C

glucosa
~.~.~ gacarosa

anjitol
drorent ™

L

PR R R S SR I T T T I L LR

4L s 4 & s¢  S2 <0 & s €9 2 hes,



u.r

CURVAS DE CRECTMIENTO DS AZ0SPIRILLOUM CBPA Cq
UTILIZANDO DIFERENTES FUENTES OE CARRONO

Fuentes de C
~ succinico
I ~ milico
’ - qlucosa
sacarosa
manitol

T e e e e e ———

£ -

"~



LLUM OBPA VT-1

CURVAS DB CRECIMIENTO DE AZOSP)

u.x ,”_-“\ UTILIZANDO DIFERBNTES PUGNTES OF CARBONO
’ . .

oo

a0,

f o 5 - Ffuantes de C
. . . —————- gucecinico
. nd1jco
seecacs glucosa
~cm.m.~ Sacarosa

manjtol

AR

30 " ”~ L 13 L R G v 5 o



CURVAS De CRECIMTIENTO DB AZOSPIRILIUM GCEPA -VvS-.1
UTLLI ZANDC DIFERBNTES PUENTES DE CARPONO

fuentes de C

e

o

a0

—---- succinjco
wilice

esese glucosa

~s=.— gacarosa

manitot

5=

a

ay

23

30

n

ETS

ar

41 45

"

hes.



CURVAS DE CRECIMIENTO DE AZOSPIRILLUM CEPA Ssc
[*R 3 T T
UTILIZANDO DIFERENTES FUENTES DE CARBONO
150
——— e e e o,
4o ~. Fuentes de C
e succhico
P - ——————— acchi
i1 ~. milico
" - glucosa
' ~im.—-.— Sacarosa
e ‘ . . - N e manitol
T e S TSNP
Tt ,
. B Cn
@

3 X 45 4B = 6y S o o & i 22 hrs.



CURVAS DE CRECINIENTO DE AZOSPIRILLUM CEPA VT2

vk UTILI ZANDO DIFERENTES PURNTRS DB CARBONO
Fuentea de C
succinico —ceaeamaan
300 m&lico
Qlucosa enenea

sSacarosa e e g ey
manitol




u.x

300

DETERMINACION DE TEMPERATURA OPTIMA

C8PA Sp-7

28°C
30°C
—eme=o=— 33°C
36°C

95¢

3

3]

70

33

3¢

3

I3

"

5

sy

5

[y

hrs.



DETERMINACION DE TEMPERATURA OPTIMA
CEPA VT-1

PR T

‘- ..
~—— e
~ —

—
S~

~-

13-

34 .

hrs



CUADRD 7.~ DESARROLIO DE AZOSPIRILLIM EN LAS DIFERENTES FUENTES DE

CARBONO
Cepa, Ac.
*
A
lipoferum
*
A
brasilense
Sp-7
Coleccisn
Pox P +* +. + -
Cy At 4 - - -
vI-1 e g : ST * + +
vs-1 _ e Lo + +* -
5 sc T s ——
vI-2 ' E i+ -

*Reportado en (41) (s de cepas positivas)

V= Variable E :
+++ Abundante ++ Moderado + Escaso - sm'aes'anpué SaE



CUADRD 8.— VARTACIONES MORFOLOGICAS OF AZOSPIRILLIM EN IAS DIFERENTES

FUENTES DE CARBONO

63

CLAVES

Caracteristicas Moxrfolgicas

Ac. Succinioo Ac, milico Glucosa Manitol Sacarosa

Sp-7
olecc.

VIT-1

vs-1

Ssc

vI-2

C&lulas ovoides 'y esf&ricas
Cé.h‘ilas;évoidesryy esféricas

Células ovoides y esféricas
Células owoides y esféricas

C&lulas ovoides y esféricas

Oslulas owoides’ - - . tfpica
y esf@ricas ' .

£ :Ccslulas! ovoides % esf&ricas’
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CUADRO 9.~ NUMERO DE CELULAS DE AZOSPIRILLUM POR ML DE MEDIOQ
DE CULTIVO EN EL PUNTO MAXIMO DE' LA CURVA DE CRE-
CIMIENTO con- LA FUENTE DE" CARBONO MAS ADECUADA Y

ilum por ml

Sp—-7
coleccidsn

Pox
Cq
vT-1

vs-1

Ssc

* Tiempo en el que alcanzd el m&x;mo crec;mlento . ; ;
El ntGmero .de cé&lulas por .ml .se determind 1nterpolando lasr;‘
lecturas en la:curva de: Mc Farland (apéndlce 9) .

Nota: Se observaron cambios morfoldglcos en las cepas desafro—»
lladas en los medios.como manitol, glucosa y sacarosa, ftGnica-.
m ente la cepa 5sc no cambio al crecer en sacarosa.



CUADRO 10.-— RESULTADOS DE ALGUNOS ANALISIS FISICOS_’Y QUIMICOS
DE LOS SOPORTES : o A

TIPO DE -
SOPORTE

TURBA

PAJA DE MAIZ

T + P
(P/P)

T+ P
(v/v)
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CONTRCL DE CALIDAD

CUADRO 11l: CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE AZOSPIRILLUM EN GE
LOSA NUTRITIVA

CEPA SOPORIE MORFOLOGTIA OBSERVACION TINCION DE
: COLONIAL MICROSQOPICA GRAM
sp~7
colecc. Turba hlancas que pasan bacilos pequenos 1li- -

a rosa,planas,dpa geramente curvos mo--
cas,secas,bordes”.  vimiento tipico mis
. lento, presentan gra
nulos y algunos se
ven como formas re -
dondas.

T+ P Igual al anterior bacilos un poco mis -
rectos,movimiento -
mis lento, con grdnu
los algunos se ven —
cam forma redonda.

e
T + P Igual al anterior bacilos poco activos -
A pequefios, mis rectos
’ gue en turlka, con gra
) nulos, algunos con —
forma redonda.

vT-1 ST
TURBA igual a la cepa igual a las caracte -
anterior risticas de la otra
cepa
T+ P igual al anterior igual al anterior -
®/P)
T+ P igual al anterior igual al anterior -
V/V)

Las caracterfsticas se revisaron entre los 4 y 8 dfas de incubacisn a 30°C

' T + P (P/P)= mezcla de turba y paja relacifin peso a peso
' T 4+ P (VAV)= mezcla de turba y paja relacitn volumen a volumen.



CUADRO 12.- NUMERO DE CELULAS DE AZOSPIRILLUM POR GRAMO DE
SOPORTE CEPA Sp 7. COLECCION. :

TIEMPO
(dias)

15

30

60

S0




CUADRO 13.- NUMERO DE CELULAS DE AZQSPIRILLUM POR GRAMO DE
SOPORTE CEPA VT-1 )

TIEMPO TURBA TURBA + PAJA ' TURBA + PAJA
(Dias) (PESO/PESO) ; (VOL/VOL)

8

o] ' 5.0 x 10

15

30

60

90




CUADRO 1l4.

-69

—NUMERO DE MICROORGANISMOS QUE SE ADHIEREN POR SEMI

LLA DE TRIGO

CEPA

TURBA % PAJA

(PESO /PESO

Sp=7
Colecc.




V.- DESCUSICN DE RESULTADOS

5.1.- CARACTERISTICAS bE~LAs,CEPAS]

5.2.- DESARROLLO DE.AZOSPIRILLUM EN LAS DIFERENTES.EU

CARBONO - "

Varios autores:reportan. que Azosp

mejor. en 5cid$ g a

tran los

vas de. . crecim

embargo la diferencia en el desarrollo no ‘es muy grande (ver

cuadro no. 9) S



La cepa 5sc, reportada como A. lipoferum (23), pre-

sentd mejor desarrollo en el medic con sacarosa, este dato no

concuerda con lo reportado en la literatura para A. lipoferum
pues se dice gque es incapaz de metabolizaf este azdecar, en -

tanto gue la nueva especie reportada como A._amazonense si lo

metaboliza (ver tabla 2.1).

Las cepas de A. brasilense: Sp—?, Pox;i s
gluqosa;y'§a¢afés&

traron escaso desarrolilo en manitol,

gue concuerda con la literatura.

reporta Papen (35).

VS <1 y vT~2" presentan buen

Las cepas de A. lipoferum
desarrocllo en los &Hcidos empleados Y poco crecim‘ento en man1—
en tanto que la

tol y glucosa, Y no se desarrcllan en sacarosa,

cepa 5s¢c mostrS un comportamiento atipico creciendo abundante—

mente en sacarcosa.

En las observaciones microscSpicas realizadas se com-

probs el plemorfismo de Azospirillum y se nota que en Scido sugc

cinico ninguna cepa presents cambios morfolSgicos, excepto la

cepa S5sc gque nuevamente en sacarosa presentS su forma tipica

(Cuadro B8).



Estos cambios morfol8gicos pueden debherse a un meca-—
nismo de resistencia ya gue no se encuentran en su fuente de

carbono m#&s adecuada.

Una caracteristica muy importante gque presentaron -
las cepas al desarrollarse en medio liquido con KNOg como fuen
te de nitrSgeno fué la floculacifSn. Este fenfSmeno se presentd
méis rdpidamente en las cepas de A. lipoferum, pero despu&s de
cierto tiempo las cepas de A. brasgilense tambi&n lo presentan.
Se ha reportado qhe este fenfSmeno juega un papel importante en
los mecanismos de resistencia y sobrevivencia de estas bacte-
rias bajo condiciones de stress, tales como la desecacifn o 1i
mitacidn nutricional gque es la que se presentS en estos casos

(39).

5.3.- PREPARACION DE 1.0S INOCULANTES.-

Segdn los resultados del cuadro 9, las cepas alcan-
zan su maximo desarrocllo en 24~36 horas, obteni&ndose un desa-—
rrollo en todos los casos del orden de 10° c&lulas. Esto sig-
nifica gue para la preparacidn ée inoculantes el tiempo de pro
pagacién del inSculo depende de cada cepa porgque cada una pre-—
senta un ritmo diferente de metabolisme, lo cual es importante
porque el inSculo debe agregarse al soporte un poco antes de
que la cepa alcance su miximo desarrollo; ya que debe asegurar-
se gque haya cierta cantidad de microorganismos y gque esten ac-—

tivos.



El tiempo de incubacifn y temperatura elegidos para
la preparacién de inoculantes corresponden pazra 1a‘cepalsp—7,

30 hrs a 30°C y para la cepa VT-=1l 24 hrs a 33°C..

Los resultados del cuadre 10 muestran las caracterich

ticas de los soportes. Se utilizaron dos mezcas de turba—
porque se pretendfa utilizar la paja molida como soporte yaique
esta Gltima resulta mis econfmica, de ficil adquisiC16n ¥ alto
pero su pH de 8.7 1imita el de'

contenido en materia orgdnica,
sarrollo de Azosgirillum,asi cue se trats de resolver este pg_,
‘blema neutralizando con turka (pH 5.7) y se oktuvieron las dos

mezclas.
Una vez preparados los inoculantes se conservaron en

bolsas de plaAsticos nuevas pero no estériles y se presentaron
algunos casos de contaminacidn. Pcr lo gue se recomienda gue
las bolsas sean esterilizadas por medio. de radiaciones ya que

el uso de bolsas nuevas no asegura qgue estén libres de contami

nantes, {(10)
5.4.~ CONTROL DE CALIDAD

Los cuadros 12 y 13 muestran el ntimero de Azospirillum

por gramo de soporte almacenado durante el tiempo 0~90 dfas. Las

dos cepas presentan un comportamiento similar en los tres dife-

rentes soportes. Ambas cepas en turba y en turba + paja (V/V)



mantienen una cantidad de poblacifn semejante durante los 90

dfas. Pero en el caso de turba + paja (P/P) se observa una po-
blacién ligeramente menor, los resultados en este caso no eran
los esperados ya que este soporte tiene mayor cantidad de matge

ria orgdnica y pH cercano a la neutralidad, por lo que 'se espe

raba una mejor sobrevivencia de los microorganismos en-é‘l'; Es—-

ta diferencia puede atribuirse a gue el soporte pEI:diG‘Vm'Es ::5—

pidamente humedad.

Se observa que la cepa. Sp~7 'noi'p e en }c::\ii'

cos en la cantidad de poblacifn durante 1os 90 Afas

La cepa VT-l presenta un cambio mas ‘notbab'lve ‘,de‘»sp"ués

de 30 dfas, probablemente sea una cepa mas sens'i.bie‘a;' la desecacisn

qgque la cepa Sp-7.

Los cambios morf61lSgicos que presenta Azospirillum en
los diferentes soportes se reportan en el cuadro 1l donde se

observa gue estos cambios no son muy significativos.

En el cuadro 14 se reporta el ntmero. de microorganis-—
mos que se adhieren por semilla de trigo, observandose diferen-
cias insignificativas, lo que indica qgue los tres soportes in-

ducen a una adhesi6n similar de microorganismos a la semilla.



.VI.~ RESUMEN

Azos irillum

La utilizacifn de las bactexiag del génerc

gicas, fisiolSgicas y ecolégicas de este micrc

como de su efecto en el rendimiento agricol‘

con cultivos lIiguidos, los gue se manejan fac1lmentg

nivel agrfcola, por lo gue es de gran importancia

rias cepas de Azospirillum aisladas en el laborétofiovde‘ui—‘
crobiclogla Experimental en trabajos previos; Para ello se va-
riaron las fuentes de carbono, temperatura de incubacién Yy sO-

portes.

Determinandose gue cinco de las cepas estudiadas de-
sarrollan bien en fcido succinico y una en sacarosa:r gue la tem

peratura Sptima fluctud entre 30 y 33 °c,ique la poblacién maxi
ma se alcanz8& entre las 24 y 36 horas y que los tres soportes
empleados fueron adecuados para que el microorganismos sobrevi

viera durante un perfodo de almacenamierito de tres meses.



VIIi.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACTIONES

je’ A&gir;l;u-n

1.~
2.~ Se recomienda efecti
reportada como A, ip
miento similar al de”éQ~éh$i6d n
3.~ ‘Las cepas que’ corresponden a una
diferentes temperaturas 6pt s
gua se recomienda establecg no s
de propagaciSn para cada'éep' utiliéa—
da en la produccibnidé ip
4_—
m&s estudios respecto a 105 otros,sopqrtes
S.~- Los tres soportes empleados fueron adecuados ya que

1a poblacidén de Azospirillum tuvo un comportamlento
y y se

similar durante €l periodo de almacena‘iento,

adhieren bien a la semilla.
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IX.-. . APENDICE

MEDIO Nfb' SEMISOLIDO:LIBRE:DE NITROGENO
Acido succinico
K,HPO,
MgSO4. 7H,0 |
NaCl

Cacl2
Na2Mo04.H20
MnSO4 . Hzo

Azul de Bromotimol
(sol. alcohdlica al 0-5%)

FeEDTA R
(sol. acuosa al 1l.64%)

Biotina
(Sol. al 0.01%)

NaOH &6 KOH

Ajustar el pH'a §1§‘— 7+ 0 :coniuna solucién de NaOH 6 -KOH

al 10%, agregaf;l.7

mente vaciar en placas y esterilizarxr:- a'120‘°c durante 15

minutos.




MEDIO Nfb LIQUIDO CON FUENTE DE NITROGENO

Igual al ahEeriof' sin azul de’ bromotimol vy .sin. agar.

La fuen EX . 1 0 g/litro.~

la biotina po

SOLUCIONES AL 1o0%

Glucosa (sacarosag‘ 10 g

H,0 destilada'

Filtrar en Eguipo

en

relizados. Para comprobar 1a

gua destilada vy diluir

SOLUCION ,

E SULFATO FERROSO

Disolver 139 Ol g de Feso4-7H20 ‘en 800 ml que contienen -



20 m1 de &cido sulfdrico concentrade y diluir a un litro.

7 .- AGAR NUTRITIVO

Extracto de Carne

Peptona

Agar

Poner 100 ml“de7égﬁé‘aéé£%1‘l">:V n
2) Adicioqaf‘léhtamenéé ié?gémé?é§h ag;t§
3) Adicionar el agua résﬁanﬁe. o
4) Ajustar a pH 7.0

5) Agitaci6n durante 30 minutos

6) Esterilizar a 121 °C duraﬁté’ls minutos. .

7) Conservar en frascos &mbar



9.~ CURVA DE Mc FARLAND

rSQi'.a"c:ubsa
BaCl,al 1%

Tuko Sol." acuosa

Aproximadamente
H,S0, al’l

10% cel/m1

S oW e
o

o v 0 N o Ww
\g"w AT ) \D\D 7N
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