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I-- DITRODUCCI.ON 

La agric::ul.tura tiene gran :flllportancia para l.a h~ 

dad, pues de ella depende su sobrevivencía. E1 actua:l aumento 

en l.a pobl.ací6n ba preocupado a 1os ínvestígadores y ba caus:!. 

do que se intensifiquen l.os estudios sobre e1 a'Clllento en 1a -

producci6n aqr~o1a- Pero esto ba l.l.evado a 1.a util.:izaci6a de 

grandes cantidades de fertil.:izantes nitrogenados, 1o que ímpl.,!_ 

ca l.a contaaínaci6n de l.as tierras, adem.:is del. gasto de r~ 

·.sos no renovabl.es y grandes costos en 1.a produc:ci6n de d:ic:bos 

fert.:í.l.izantes_ 

Este p:rohlema ba prC>VC>cado qae m:ac?los. ínvestiqacI=es 

se interesen ma:s en e1. fen&Deno de l.a fíjaci.6n b:iio·1~ica del:. 

ní~eno y su repe=si6n, en l.a p:radu:c:tividad agr:Eco1a y J.a 

conserYa.c:U5n de J:.a fertilidad del. su.el.o. Dentro de estos est:!:!_ 

d:iios son de pa..rt:iictll.a:r :importancia l.os efectuadlos. por ~e:re:i.ner 

y Day qu:Lenes reportaro·n 1a. ex:i.stencía de. l.a s:funJ:ri.osís de = 
q;rnpo de bacterias fijad<:Jras cie nít:r~eru:>· con gram:!ineas y pas­

tos forrajeros, l:.a que cons,títu:Lr~ =a posíbJ:e a.Jl.t!:ernat:i.va P!!. 

:i:::a: aumentar :E.a. p:irc<l=i6n. de gram:t.neas qo;e son l!.a !base de lla 

aJL.t:mentaci6n m=d.:fa.l!.. {23·J. C3JL} 

A partír de entonce·s se ha generado· abl:>ndante JL:f.t:e~ 

tura: sobre l.as caractert:stícas mo·rfo16qícas y bíoqa::Em.ícas de 
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estas bacterias, as:t como su eficiencia en l.a· fijaci6n de ni­

tr6geno y el. efecto de l.a inocul.aci6n sobre l.a producci6n y 

contenido de nitr6g.e~o.de ':v;egetal.es 'superiores.:.: 

- ,;~_;·~ -~'.,:_:~.~:j;~~: "-~?:f; :;,~~;;~'.¡~,.,,: "~. ::~~4-~;;~·.:;·~·~" ;o\( ... :· 
• _:_ ~ º;' ' ,. , ::. • ; ' ' ( . ' ' • ' • • • . • • . 

La ,,;..:yod . ..: de iJs;inv:;i~i~li_d~r"'s se han interesado 

en l.a capacidad ·~e ia ba'.::i:-é.i:ia J;,.i:ta ii~~; ri:itr6geno pero al.g~ 
nos estan estudiando l.a-·respuesta de· ia.·:pl.arita a l.as hormonas 

producidas por l.a bacteria (9) (28), Existiendo al.a fecha di~ 

crepancias sobre el. verdadero efecto sobre el. desarrol.l.o veg~ 

tal. y una inquietud coman por acl.arar s:t su efecto es causado 

por l.a capacidad de fijaci6n de nitr6geno o l.a producci6n de 

f:itohormonas. 

Lo anterior :indica l.a importancia de real.izar estu­

dios que conduzcan al. establecimiento de l.as condiciones ade-

cuadas para producir ínocu1antes. Por 1o que este trabajo se 

enfoc6 a l.a determinaci6n del. comportam:iento de cepas de ~-
' ' . 

piril.l.um en diferentes medios de cul.tivo y .en.· .tres. diferentes 

tipos de soportes que se recomiendan para .l.a •'producci6n de 

otros inoculantes biol.6gicos. 



H I P O T E S I S 

Las diferentes fuentes de carbono afectaran ei ti~ 

po de generaciOn de1 microorganismo 

Habr4 una fuente de carbono mas adecuada parace1';d~ 

sarro11o de estos microorganismos 

Las éaracter:tsticas f:tsicas y qu:ímicas de "io's · :S':'Pºr­

tes tendr4n diferentes efectos en 1a 'soi:.iei:J.:iv~'n'cl:a 
de ia bacteria. 

-3 
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Azospiril:t...... efec:ttia :La f.íjac:i6n. de n:i.tE6gem ccimo 

ozganismo ele vída. 1...:fhr:e o asociado c:on l.as ra~ces de una gran 

weriedad de piantas no l.eggm:Ulosas• p:r:f.nc:i.palmente a.1gunas g~ 

-.%neas cama -b. t:r:fqo,. sorgo, caña de az:Gca:r y pastos fo:r:r~ 

:jez:os- Esto ha sido estudiado intensivamente desde e1 redesco­

bria:i.ent:o de este m:fCJtO<>rgan.i.Sll!O CXlllllC> fíjador de n.itc6;Jeno- Es 

ta lacter:i.a. :a:edace elL n:i.t:r:6seno molLec:alLa:r del. aire a a111JOn:i.o y 

~ s~:i.a.s que est.:imul.an ~ crec:im:i.ento de l..a. ¡tlanta­

c:::i.tado (28) (3S) -

lll<t. c:ompara:c:il!in con AZot:obacter.. Azosp=.i.lll.:am ~ se 

-tra ea mayor c:ant.:f.dad en :la ri.Zosfera y en lla st:q;>erf.:i.cie· 

dll!> z:a~ces de c:erealles; = meta!x>l:.:f.smo C3l y C'5 y pastos,. a.CEE: en 

-1os a1c:a1:E:ncs dl:Jnd'e Azo.to.J:iac::ter es ~t::ira:&J. u.si:ralllnent:e en 

mayar n:.ffmero_ 

Cuando esta asociado a. veg¡eta.11.es sio:per:io•res = fo:cna: 

estr\JCt:t:J:J:as espec:ialles vii.s . .:ñ.cl.es en ll.a JraJ:!i:z: = ei:n Jia s.:ii.tltl:l.:iis.:ñ.s 

Bb:i.zobilmt-1ei;¡uminosas# po·r esta :caz6c:. e.s;ta reI.ac::iitiJ:n ba s.j¡do l!.ll.:!!e. 

-da. •aSCJc:í.atíva•- C:37) 
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Se ha comprobado que 1a bacteria se encuentra intr~ 

ce1u1armente en 1a rarz,. 1o •que··determina. una re1ac16n estre-
»· . 

cha entre l.a bacteria Y.• iá.s ;.cti1u1,as~de_· 1a rarz~ · Queda por e~ 

p1icar si esta 

que determinen 

aSociac:l6h')6~ci~·~r~-~-\~:i~:~;~'~~-~~;.:c;.~.---·~x¡·~,t~h~:_;~-~~-t~;i:;e~ 
. ·-=-:;o,-,;. ?~~':·~-,~- _ -.-.~~f;: :;~.""c~~.-=-,?;~~:0·;~'?-:9::: _::':\~~~5=-~.-~ "--~ ,~7: • ..::~~;.~:,.:.i-:-+-5 "--:'-~ -::~-·-" 

y aseguren·. su·estab1ecimiento •... <3>.f•'"" ·- - . - ,, . 

2.2.- TAXONOMIA 

Beijerinck en 1922 ais16 a un microorganismo fija-­

dor de nitr6geno a1 que 11am6 Azotobacter spiri11um porque 1o 

consider6 un organismo que es1abona a1 gtinero Azotobacter con 

e1 gtinero Spiri11um pero en 1925 1o 11am6 Spiri11um 1ipoferum. 

(7), (41). 

Estos organismos fueron o1vidados por muchos años, 

excepto por a1gunos reportes dispersos, se 1es di6 poca aten-

ci6n: Schroder (1932), Giesberg (1936), Becking (1963) y fi­

na1mente en 1976 Dobereiner y Day 1o ais1aron de rarees de -

ciertos pastos tropica1es en Brasi1. Esto caus6 mucho inte -

rtis e indujo a rea1izar estudios más deta11ados. 

En 1978, Tarrand propuso un nuevo gtinero, Azospiri­

~, con dos especies, 1ipoferum y brasi1ense. (7) (41). 
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En adici6n a esta descripci6n, una nueve especie -

ais1ada de varias regíones de Brasi1, Azospiri11um amazonen-

~,fu~ propuesta recientemente (1983). Esta especie es re-

conocida en su aislamiento por la formaci6n de una pel3'.cula 

difusa y profunda en medio semis6lido con malato libré de n~ 

tr6geno, llamado medio Nfb. Esta bacteria no se mueve a 1a 

superficie y manifiesta poca actividad de su nitrogenasa. E~ 

to puede ser debido a que este microorganismo es sensible a 

la alcalinidad del medio. (ll). Este medio con sacarosa pr~ 

duce poco cambio de pH, formando una gruesa pel3'.cula en la -

superficie y la actividad de la nitrogenasa llega a ser tan 

alta como en las otras especies de Azospirillum ya citadas -

(ll). 

Las principales caracter3'.sticas de. las·- tr~s. jaspe-­

cies de Azospirillum se ·resumen en J.a tabla. 2 .le>-\,./-

2.3.-

7~;,_~"_:"?:-:::::~~"~ _:t-~-~~::':,fS~--

ASPECTOS MORFOLOG:CCOS DE AZOSP:CRILLtiM:~:;., ,:~;_:2·;.~~;~~·:f·:·_?:~· :­
···,}:_··:-~·;·: ::~~-.. ;~;: -.;-:: ':"> 

Estas bacterias son cort~~- r_eg§;~~~~~fL ~ig~ioamen-

::~:::::s y 6 d:e 2 ~:p:c:~B v;r::d:~~;~:~~T::~fü;d~;¡"~g{i~i::r:-e 
celulares de poli-beta-hid~oxib~ti.i;;;:f6I~'.i (;i¡;¡,n;~-¡;~g~t.i~.; a 

Gram variable. 

lar es de tipo monótrico y a veces __ -pérítrico~_-
,.,. - : -

En medio 13'.-



TABLA 2.i DJ:FERENCIAS ENTRE AZOSPrRrLLUM SPP (11) 

cre:::imi.ento en medio agar 
con papa. 
Cl:>1onLas t:J:p.i.Cas 

Crecimiento en medio con 
pH arriba de 6. 8 

'lb1eranc1a de Oldgen:> ~ 
ra la act:i.vidad de 1a -
n:U:rogenasa 

Desasimilac:i.c5n de: 

N:>3 - - - - N:>2 

N:>2----N.p 

Ancho de las cél.ul.as 
(nn.crecierDo =n N

2
> 

Flagelo po:tar 

Flage:tos J.at:era.les en ~ 
dio a1cal.ino 

Células pl.eom::>rf.ieas 
en medio al.cal.ino 

Requer.iJniento de Biotina 

Uso 

Tisnpo de generaciOn pa­
ra crec:imiento dependiente 
de N2 a una p:>2 óptima 

O:::rnp. DNA base (ncl% G-tC) 

A. llllllla>nense 

blancas,p1anas 
ex>n bordes eie 
vados -

mq baja 

+ -a 

0.68 :!:. o.o.8 

+ 

+ 

io hra 

67-68 

a) + positivo en ~ de 90% de ias cepas 
+positivo en menos de1 50% de ias cepas 
: negativo 

A.l.ip:>fenm 

baja 

+ 

i.o a i.s b 

+ 

+ 

+ 

+ 

5 - 6 hrs 

69-70 

- 7 

baja 

+ 

0.9 ± 0~03 
+ 

+ 

+ 

6 hrs 

69-70 

b) Las cél.uJ.as de A. lip:>fenm pueden llegar a ser mlis l.ax:gas y anchas en 
cultivos a1cal.in:>s Viejos. 
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quido 1as c61u1as poseen un f1age1o po1ar simp1e, en medio -

de agar a 30ºC presentan numerosos f1age1os 1atera1es de co~ 

ta 1ongitud que aparecen en adici6n a1 f1age1o po1ar (25) 

(26). 

Aunque 1a movi1idad es una caracter!stica taxondm.f_ 

ca de Aste 96nero, en Francia se reportaron cepas de Azospi­

~· ais1adas de 1a rizosfera de arroz, que no son m6vi-

1es. (20) 

E1 % de G + e en e1 DNA es de 6~-71% 

En condiciones a1ca1inas 6 tensiones de ox!geno r~ 

ducidas y en cu1tivos viejos, pueden ocurrir formas 1argas, 

encapsu1adas, ovoides o p1eomorficas. Las bacterias p1eomor­

ficas presentan de tres a cinco grllnu1os de materia de reser-

va, PHB. Cuando se 1es cu1tiva en medios pobres de nitr6geno 

con extracto de 1evadura se desarro11an como espiri1os de fo~ 

ma 1arga, ( 3 0-40 ;p. de 1argo). En estos espiri1os 1os grá-. 

nu1os son escasos o ausentes. Bajo ciertas ·circunstancias , 

especia1mente en medio 1!quido se producen estructuras de mi­

croquistes. (7) 

En 9enera1, 1as c61u1as cu1tivadas en medio con az~ 

car dan 1ugar a 1a formaci6n de bastones curvos que contienen 

gotitas de 1ipoides. (25) 
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·En agar s6l.ido Libre de ni tr6geno l.as col.onias son 

pequeñas, duras, opacas, ~sua1mente secas y tienen bordes 

compl.etos. En medio BMS 
1 

~on rosas, opacas, irregul.ares o 

dondeadas, con frecuencia 'rugosas y t!'.picamente el.evadas 

(U6bereiner, l.976: DBbere~ner y Bal.dani, l.979). En el. medio 

BMS, l.a pigmentaci6n es mayor cuando se incuba a l.a l.uz. 

En agar nutriti+o o en medio con nitr6geno 1as co­

l.onias son bril.l.antes, ei~vadas, tienen bordes l.obul.ados y 

l.as col.onias viejas muestran una pigmentaci6n rosa caracte 

r!'.stica en l.a mayor parte: de l.os medios •. (2), (6), (7), (41.) 

Las cél.ul.as en forma de s· se presentan en pl.acas -
i 

de agar de cul.tivos viejof • después de 3-4 semanas estas ba~ 

terias pierden su forma dk espiril.os dando formas casi esfé-

ricas. (41.) / 
1 

j 
Este género ha aernostrado tener l.a capacidad de 

enquistaci6n. Las cél.ul.~s enquistadas difieren de l.as vege­

tativas en su resistenci1 a l.a. desecaci6n por su forma esfé­

rica y por su inmovil.idad. (6) 
¡ 
1 

Les cul.tivos viejos desarrol.l.an cél.ul.as vegetati-
! 

vas que pasan a quistes ~ ai ser resembradas en condiciones 
¡ 

microaer6bicas forman otra vez cél.ul.as vegetativas. (6) (35). 
1 
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~- brasil.ense.- Mide cerca de l..O,um de di:imetro, 

son vibroides cortos y mOvil.es. En cul.tivos al.cal.inos l.as 

c~l.ul.as permanecen principal.mente como vibroides, en contra~ 

te con A.l.ipoferum. A veces presenta l.as formas de e, que -

son agl.omeradas de bacterias. Ciertas cepas y variantes de 

A.brasi1ense forman co1onias que son mucho más intensas en -

mat~z rosa que en el caso usua1, en esas cepas este co1or i~ 

tenso es atribuido a 1a formaci6n de varios pigmentos car!:?. 

tenoides l.o cual. s61o ocurre bajo condiciones aerobias y po­

dr~a rel.acionarse a l.a protecci6n de l.a nitrogenasa del. daño 

de l.a oxidación. La más t~pica col.oraci6n rosa de otras c~ 

pas puede deberse posibl.emente a su contenido de citoqrarr.> c. 

(26), (41.) 

A.lipoferum.- Las cE1u1as tiende~ a-ser m4s anchas, 

l.. 4-1. 7 µm y m!l.s l.arga.s, tienen un espiral. con una ·y.· media 

vuel.tas, tienen varios cuerpos de 1ipoides que l.l.enan l.a ma-

yor parte de l.as cél.ul.as, son poco m6vil.es. En cul.tivos al.-

cal.inos con extracto de 1evadura, presentan p:Leomorfismo·, 1as 

cél.ul.as l.argas pasan eventual.mente por una fragmentaci6n en 

cél.ul.as cortas y ovoides. (41.) 

A.amazonense.- Mide cerca de 0.60 - 0.6,Bpn de di!l.­

metro, ·presenta fl.agel.o pol.ar no presenta formaci6n de fl.age-

1os laterales en agar nutritivo. No presenta formas pl.eom6r-
'' ' 

ficas en medio a1ca1ino. Forma co1o.ni..as- blá.~Cas planas, con 
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con bordes e1evados en medio de agar con papa. (11) 

2.4.- ASPECTOS FrsroLOGICOS DE AZOSPIRILLUM 

2.4.1 Temperatura 

AGn cuando e1 rango de temperatura para creci.mien-

to de Azospiri11um es de 4-45ºC se observa mayor crecimien-

to entre 1os 30-37ºC. Parece ser que una.temperatura menor 

de 37°C es favorab1e para 1a formaci6n de f1age1os 1atera1es. 

(26) (41) 

La temperatura 6ptima para 1a actividad de':i;.>n:.itro 
•.•• - •i .·:. -

genasa corresponde a 1os 33 y 34 ºC, ~sta actividadt;;~/;.ihbibe 
arriba de 45ºC (Oobereiner y Day). (40) ·,~ _: ~i:'.?·· "{ '·-·,,;º 

. ·_; ·:..:~: . 

2.4.2 P!L 
- ,.. -

_, - . 
. ·. . .. '\ , 

Los organismos crecen· mejO~i~a_:o-Un·.~~pa:'cercano--, a···ia --

neutra1idad, e1 rango para creciltlie~~.j,~ptimo es de 6.8-7.8 y 

no hay crecimiento abajo de 5.5 y arriba de 8.7. Con <:'icidos 

org<:'inicOs como fuente de energj'.a'e1'·pH,asciende r~pidamente, 

este prob1ema se reduce con 1a adici6n de 10g/1 de sa1es de -

fosfato a1 medio para aumentar 1a capacidad amortiguadora, p~ 

ro concentraciones excesivas de estas sales actOan como inhi-

bidoras. Los buffer org&nicos no son recomendados para e1 -
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control. del. pH por su tendencia a interferir con estudios m~ 

tabdl.icos. 

La presencia de Azospiril.l.um en el. .... ue~~,c .. s. al.;a-. 

mente dependiente del. pH aunque una vez introduc::L,<!ª''l.él_··_!:>~c;',t'~ 
-~.=o?:~:-~.-:;-~~"'·;~"~---·'-· ' 

ria en l.a ra!z este factor no l.e afecta. (2) 

Al.gunas cepas aisl.adas de ra!ces pare'cen· preferir 

el. medio 4cido, recientes observaciones indican que no sol.o-. 

~· amazonense sino también al.gunas cepas de ~· l.ipoferum y 

~- brasil.ense crecen mejor a pH de 6.3 o aan de 5.7. Lo·­

cual es debido, posiblemente, a que algunas cepas colonizan 

l.os vasos del xi1ema, donde el. pH de l.a savia oscil.a entre 

5 y 6. E1 orden de sensibi1idad a 1a reacci6n alcalina es: 

~- amazonense, ~· 1ipoferum , ~- brasi1ense. (11) 

2.4.3 Requerimiento de Oxigeno 

Azospiril.lum posee sobre todo un tipo de metabol.i~ 

mo respiratorio con ox!geno o nitrato como aceptor final.. de -

el.ectrones. Bajo severas limitaciones de ox!geno el. nitrato 

es desasimil.ado a nitrito, NO, N2 • Se ha observado que a l.a 

po2 de 0.003 - 0.008 atm, se efectaa l.a fijación de nitr6ge­

no; est~ presidn se proporciona in vitre utilizando un medio. 

semis6lido (26). En estas condiciones Azospiril.l.um forma· -
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una zona de cé1u1as de mucha moviiidad a cierta distancia d~ 

bajo de 1a superficie en donde produce una pe1~cu1a de part~ 

cul.as de caco3 indicando su preferencia por l.as condiciones 

microaerof~1icas. Esto se observa en medio l.ibre de nitr6-

geno en donde se comportan como microaerof~iicas porque car~ 

cen de un mecanismo de protecci6n del. ox~geno, para l.a nitr~ 

genasa (Day y D3bereiner, 1.976; DObereiner, 1.977; Okon et a1, 

l.976) • (7) 

En cu1tivos continuos un aumento de ox~geno propoE 

ciona un aumento en 1a fijaci6n de nitr6geno y en el. creci­

miento de 1as c~1ul.as con tal. que no exceda de 2.Spm. (41.) 

Un mecanismo de protecci6n contra 1os nivel.es de -

ox~geno desfavorabl.es bajo condiciones de fijaci6n de nitr6-

geno es 1a formaci6n de una cápsu1a externa de l.a membrana -

de l.a c~1u1a. (26) 

La fijaci6n de nitr6geno esta usual.mente acop1ada­

con l.a actividad de 1a hidrogenasa porque es un proceso de -

reducci6n, donde hay un fl.ujo de protones a1 N2 produciendo 

NH3 • E1 oxigeno, e1 azul. de meti1eno y el. N2o mantienen l.a 

asimil.aci6n de hidr6geno, indicando l.a presencia de transpo=:,. 

tadores de eiectrones. 
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La respiraci6n dependiente de hidr6geno es sensit~ 

va ai ox~geno y parecida en 1a fase estacionaria, la ausen­

cia de un sustrato ox~dabl.e o l.as condiciones microaerofrl.i­

cas (0.75% de o 2 aprox.) son suficientes para inactivar el. 

sistema de absorci6n de hidr6geno. (42) 

2.4.4 Metabol.ismo 

a) Fuentes de Carbono 

Azospiril.J.um brasil.ense y ~· l.ipoferum crecen bien 

en 4cidos org4nicos tal.es como mál.ico, succrnico, l.áctico, -

pirdvico o cis-aconrtico. E1 acetato mantiene un crecimien-

to moderado y crece pobremente en citrato, ...-cetog1utarato, 

oxa1oacetato, fumarato e isocitrato como fuentes de carbono 

(2). Sin embargo e1 crecimiento en carbohidratos es más re~ 

tringido, 1os monosacáridos tales como glucosa, fructuosa y 

gal.actosa son util.izados por Azospiril.l.um pero J.os di, ol.igo 

y po1isac4ridos no son metabol.izados (26) (29). ~· brasil.ense 

es particularmente exigente, no crece en O-glucosa, D-manosa, 

o-sorbosa o en sacarosa; pero crece en O-fructuosa, D-ga1act~ 

sa y L-arabinosa. ~· 1ipoferum es menor exigente, crece en -

J.os mismos carbohidratos que ~· brasil.ense y además en gl.uco­

sa, manosa, sorbosa,c.:.-cetoglutarato, arabinosa, galactosa, -

maltosa, lactosa, ramnosa y xilosa. La manosa y el. gl.icerol. 
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son util.izados para mantener cierto crecimiento. (26), (43). 

En etanol. tambi~n aparece l.igero crecimiento (2),(26). 

Ambas cepas ~- brasil.ense y ~- l.ipoferum parecen 

crecer bien en metano, metano1 o formato como dnica fuente -

de energ:r.a. (26) 

Se ha reportado que ~- amazonense es capaz de uti-

1izar maiato, sacarosa y trans-aconitato como fuentes de ca~ 

bono. (l.l.), (40) 

Al.gunas cepas aisl.adas de ~- lipoferum crecen l.ito­

autotroficamente con hidr6geno ya que contienen una hidroge­

nasa de asimil.aci6n. (21), (26) 

Muñoz Garc:r.a y Caball.ero Mel.l.ado de la Universidad 

de Puebl.a, en l.983, reportaron que Azospiril.l.um es capaz de 

fijar nitr6geno mol.ecular util.izando co2 como ünica fuente 

de carbono. Aisl.aron Azospiril.l.um ~ de l.a rizosfera de a­

rroz y de Panicum maximun logrando el. 100% de aisl.amientos -

util.izando el. medio de Nfb semis61ido con co2 como dnica 

fuente de carbono y lo recomiendan por su rapidez para l.ograr 

el aislamiento y por su bajo costo. (*) 

* Resllmenes del. XIV Congreso Nacional. de Microbiolog:r.a, Aso­
ciaci6n Mexicana de Microbiolog:r.a. Rev. Latinoam. de Microb. 
En-Mar, l.983. Vol.. 25, No. l., p~g. 4l.. 
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b) Fuentes de Nitrogeno 

En condiciones de cu1tivo Azospiri11urn uti1iza un 

amp1io rango de fuentes de nitrdgeno inc1uyendo: N2 , No3 , e~ 

tracto de 1evadura, peptona, amino4cidos y c1oruro de amonio. 

Azospiri11wn uti1iza e1 N 2 s61o en condiciones -

microaerof!1icas, produciendo a1tos nive1es de poli-beta-hi-

droxibutirato. Cuando se 1e cu1tiva en presencia de NH4 su 

morfo1og~a cambia, 1as c~1u1as son más 1argas y con menor 

di&metro y presentan más espira1es que cuando crecen en N2 • 

(2) 

La adicidn de pequeñas cantidades de nitrógeno co~ 

binado (nive1es inicia1es de O.Ol - 0.005%) aumentan e1 gra-

do de crecimiento y acortan 1a fase 1ag. E.l nitrato .de;. pota-

sio y e1 extracto de 1evadura son más efectivos que 1a. pepto­

na y 1os casaminoácidos. 

La adicidn de O. 25% de NHJ=t .. a medio 1!quido ~ se­

mis61ido mejora e1 crecimiento bacteriano, inhibe 1a reduc­

cidn de aceti1eno porque reprime completamente a la nitroge-

nasa, pero mejora e1 grado de crecimiento bajo condíc~ones -

aerobias. ( 33) 

Otro de 1os factores que requiere Azospíri1lum 
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para su crecil!liento es J.a biotina, se ha sugerido que J.a bio-

tina es lil::crada por las ra:i.ces de 1a p1anta y uti1izada por 

~ospirillum lipoferum. se ha compro:t:.ado que ~· brasi1ense 

y ~· ~n1azon.ense no requiere de biotina para su crecimiento. 

(1.1). 

'e) Metabol.ismo ~Carbono 

Con base en 1.a ,actividad metab61.ica se ,han< estal::l.~ 

cido dos grupos del. género Azospiril.l.um y un 'tercer:-'grupc 

~· amazonense est~ en estudio. Esta subdivis~<sri.'6'6ri.;Üerda 
·-- ~-~':.:.· •-i:.-..,.•, '·'.,./• ,;"~::--_:-~:~-

con 1.a cl.asificaci6n de Tarrand y 

especies. (3) Esquema 2.1. 

col.~ ~?'.:-~~-q_~-~~~~;~--~~-~~~:~"~~-~.-~ ~-­
. :~~:"~~\:~: ~ :~~;~,~<?~<;· :.-

<~. ~ .. :.·;·" ,<,· 

< •• ·--.--'.•' 

Ambas especies muestran ,tod;.;,.,;, ·1i.s,:'éri,~,f"1~s'-';de l:a -

v:i.a EMP y a1gunas de ~- l.ipoferum muestran •:toda,s', '1alii>enzimas 
. -::-~ :.:,~ ;... . 

de 1a vi.a. E .o. 

Una combinaci6n del. cicl.o diál: Ac. t.ri~ari.;x:í.l.ico r -

ha sido reportada como estimu1ante de' ia'. act:lvidad ,de ;¡a; .ni­

trogenasa, también se ha propuestó, que ~-- brasi1e;:,~,);',Ao~uti-
1iza o desarrol.la pobremente 1as vi.as gl.ucol.:í.tic~;,,; -'y'.'cÍe Ías 

pentosas fosfato (26). La arabinosa ·es uti1izada en',· ;,;,(:,'-ér.ec.!_ 

miento de ~- brasil.ense, se encontr6. aue· en cier·~~-~-. ·.-~~~-6:~ la 

actividad de 1a nitrogenasa en ~- brasil.ense aument::·::·a.} .. supl.~ 
mentar el. medio que contiene ácido orgánico eón arabinosa'; Oko,ét al.,de rnos-
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tr6 l.a atracci6n quimottictica a l.a arahinosa por ~- brasil.en 

~,y se ha_ encontrado que 1a arabinosa es una exce1ente 

fuente de c;;i.r?ono y energ.ta ·para el. crecimi_ .. ~t?c. y fijaci6n ·­

de nitr6geno, obteniéndose tiempos de gene~.ici6n·y reducci6n 

de aceti:Lerio en rangos comparab1e.s ª-- 1·os. _qu~; ~.e _encuentran -

en mal.ato. (32) 

,-:.~.;',<~>;·_ -.. ,_:-:-· :_ ·· __ -- -. ' 

En ~· brasi1ense y ~- l.ipofE!rum.:se,·;~etect6 .. l.a fos­

foril.aci.6n de 1a fructuosa a fruÓtuo1.'á!i.-rP'~~~;ri\E.d.io 'de un 

sistema de fosfoeno1 piruvato tranáferasa:'''--c4~) : ·, 
. , iY :·:'.-:_~\:_;.' ·· '" .' .. ·. -· · .; : <~:>-~> .. : .. ··.<.'- ': . -. '; -

Ambas cepas poseen g1ucocínasa·, ¡:.ero tlni_c""!"'n-i:e ~-

l.ipoferum es permeable a l.a g1ucosa. 

xocinasa ocurre unicamente en ~· 1ipoferum~ 

1a v.ta EMP y de ED intervienen en el. creci.miento···:en:::-fruc1:c>sa 

de ambas cepas: sin embargo, ~- brasi1ense. care'C:e. "a.e' i;,;._-'a.cti.: 
- ·. . ... "~ >.¿_:·: .. _.'. .. ,': ·,·:·:. - :_'. 

vidad de l.a glucosa GP deshidrogenasa y por _.esÓ''probab1'emente 

no catabol.iza 1a fructuosa por l.a v.tá ·Eo~·;:: ·- -· -·:~·, :~-:·.-~·-.. :• 

Ninguna 

-·:·-~ \::.---./~-: :: :tI;-:> 

de l.as- dos_ es~ecies -~¿~;.,'e,;::- i~'!.ti~'; de iá he-
¿¡.-•."·. ::~'<· ·.;.: ., ,. ./·: ,"~<· "·.(.;~:::.?;'.': .:.-,· 

pero . Si.·. coriden~rUpirUva~o ~~,.¡ii<h"o~en~sa, 
comp{.,,:f~, .una d~~,;i,;:9),~:n, de;{-~1~.;-~Ú~to-· y 

xosa monofosfato, 

un cic1o de Krebs 

enzima mtil.ica. En mecÚ~ de.: '.6Ü{f:i_,j'~';$b·ri ~l.\lg'¿ká.;;,;;¡-· ,f~\lc1:osa • 
como fuente de carbono y una f~en~e d~ ni~r6ge:Üc; ~n co;id:i.cio-
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nes anaeróbicas ~- brasilense muestra una habi1idad fermen­

tativa débi1. ~· 1ipoferum acidifica 1a g1ucosa y fructuosa 

formando pequeñas cantidades de gas. (14), (26), (30), (32), 

(43). 

d) Metabo1ismo de1 Nitrogeno 

Azospiri11um ~ participa en casi. todo.s.·_1os·. pasos 

de1 cic1o de1 nitr6geno excepto en 1a nitrificaci6ri'~:-.' A·zospi 
; :·-· -- .. ,=.- . ;~ -,.~ '.~-, -,: .. ,;. -. < -.-:, 

ri11um fija nitr6geno mo1ecu1ar y efectfla .. 1a· as·Íll\.i1aci6n .. Cr~ 

ducci6n) y 1a respiraci6n Coxidaci6n) ·de· nitrat~·s. Las con-
.' -:'·, .. 

diciones bajo 1as cua1es e1 nitrato>es usado como ·aceptor -. . 
fina1 de e1ectrones en 1a respiraci6n o como fuerite.'de· nitr~ 

geno para su crecimiento son diferentes. (8) 

. . 

Bajo condiciones .°'1imi¡adas de oxj'.geno,·'1os nitra­

tos son desasimiiados . <1:.- .¡·¡tri tos, cepa nir +. 

posee un mecanismo de_: exclUsidn. de- 10~ riitritOS·,·;, ·co·n. ,-ei--:-cua.i 

previene J.a inhibici6n de 1a nitrogenasa~.- .-cua_n~~:-1a~ :~epas 
poseen ia enzima nitritoreductasa,. ·:!=epB.S nii:-~--~t i~'s ::ni~itos 

;'._ .• :t\ 

son desasimi1ados a productos gaseosos; cú~~ª'? ras 'cepas ca-

recen de 1a en~ima, cepas nir- , 1os nitri~os pe~manecen en 

e1 medio. Cerca de1 50% de 1as cepas de ~· brasi1ense y 1a 

mayorj'.a de ~- 1ipoferum son capaces de desasimi1ar los ni-
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tritos a nitr6geno gaseoso (9) (13). 

En la asimilaci6n de amonio estan involucradas tres 

enzimas, la glutamino sintetasa GS,1a g1utamato sintetasa 

GOGAT y 1a glutamato deshidrogenasa. Pero se ha encontrado que 

ia expresi6n de la nitrogenasa necesita de 1a actividad de la 

enzima g1utamino sintetasa y la glutamato sintetasa. (5) • 

e) Nitroqenasa 

En la fijaci6n biol6gica de nitr6geno, primeramente 

e1 trip1e eniace de1 nitrdgeno es roto y despu~s tres átomos 

de hidr6geno se transfieren y reducen a1 átomo de nitrdgeno p~ 

ra despu~s incorporarse a 1as proternas (31). 

L~ tra~sferencia de 1os 4tomos de hidrdgeno es a pa~ 

tir de carbohidratos ta1es como 1a g1ucosa, siendo e1 sitio de 

transferencia 1a enzima nitrogenasa, considerada como la mo1~-

cula c1ave en 1a fijaci6n bio16gica del nitr6geno (31) • 

El sistema de 1a nitrogenasa de Azospiri11um est~ -

integrado por tres componentes: 1a proterna MoFe, 1a proterna 

Fe y un factor de activaci6n para 1a prote!na Fe. Las dos pr~ 

ternas son sensibles al ox!geno y son esencia1es para 1a acti-

vidad enzim&tica además de ATP (que es hidro1izado a ADP + Pi), 

un metal bivalente (generalmente Mg2+J, una fuente de·e1ectro-
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nes (Na2 s 2 o4 in vitro) y un medio ambiente anaerobio C Postgate 

1982i • E1 proceso de activaci6n es simi1ar a1 encontrado en 

Rhodospiri1lwn rubrwn (Kanemoto 1984; Ludden, 1976) (citado en 

26). 

La s~ntesi~ y 1a expresi6n de la nitrogenasa son re­

guladas por diferentes factores entre estos e1 ox~geno que 1a 

inhibe fuertemente y fuentes de nitr6geno como NH4 y nitratos 

(5) (26). 

En condiciones anaerobias y en medio Nfb con 10 mM 

de nitrato Azospirillum despuas de 30-60 min. muestra activi­

dad de la nitrogenasa dependiendo de1 nitrato, pero no hay cE._e 

cimiento, durante este per~odo el nitrito es acumulado en e1 

medio. Despuas de cuatro horas las c~1u1as empiezan a asimi1ar 

el nitrito, a crecer y dejan de fijar nitr6geno (26). 

Un aumento en 1a concentraci6n del amortiguador de 

fosfatos a 10 g/l prolonga el crecimiento y 1a actividad de 

1a nitrogenasa, concentraciones mas a1tas los inhiben (33). 

Papen y Werner sugieren una actividad bifasica de 

la nitrogenasa 1a cual puede ser debida a la excreci6n de suc­

cinato o a 1a enquistaci6n de Azospiri11um (35)~ 
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E1 sistema de 1a nitrogenasa de Azospiri11um in v~ 

va no 1ibera H2 porque este es recic1ado por 1a hidrogenasa 

(26) • 

Seung-Da1 SOng y Hartmann (1985) consideraron im~r 

tante ais1ar y caracterizar e1 sistema de nitrogenasa de ~­

amazonense Y1, porque e1 organismo difiere de 1os otros Azos­

piri11a en to1erancia a 1os ~cides, po2 6ptima, crecimiento y 

fijacil5n de nitr6geno en presencia de sacarosa (Maga1haes, 1983). 

E11os rea1izaron 1a purificacil5n y caracterizaci6n mo1ecu1ar 

de 1os componentes de 1a nitrogenasa, encontrando que presenta 

ios dos sistemas de proternas: proterna -MoFe y proterna -Fe, 

io cua1 es semejante en otros organismos, pero A. amazonense -

no presenta ei sistema enzimático activante -inactivante para 

ia proterna que regu1a 1a proterna-Fe de R. rubrum y ~· !:!.E!.­

si1ense. 

Los autores conc1uyeron que esta nitrogenasa est~ -

m~s re1acionada a 1a nitrogenasa de Azotobacter vine1andi que 

a 1a nitrogenasa de A. brasi1ense • (40) 

Sho11horn, Burris y Di1worth, encontraron que 1a n~ 

trogenasa reduce e1 aceti1eno a eti1eno y que esto puede ser 

usado como indicador de1 grado de fijaci6n de nitr6geno. Hardy 

y Knight surgieron e1 uso de esta reacci6n para cuantificar -
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la actividad fijadora de nitrógeno. La cantidad de eti1eno 

que se forma por reducci6n de acetileno se determina por cr~ 

matografra de gases. Este método tiene la ventaja de ahorrar 

tiempo y reactivos, es un método indirecto, por 10 que muchos 

dudan de su efectividad, sin embargo los resultados obteni-
15 

dos han coincidido con los de incorporación de N2 • (7) (24} 

15 
El método de incorporaci6n de N2 es el m~s seguro 

para demostrar la capaci.dad para fijar el nitr<Sgeno. Con este 

método se ha demostrado que aunque el n2 inhibe la fijaci6n 

de nitrógeno no se reprime completamente la actividad de la 

enzima. (7) (19) 

2.5.- OTRAS CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS DE IMPORTANCIA 

Azospiri11um presenta actividad pecto1rtica a tra­

vés de las enzimas ·pectica1iasa y endoga1acturonasa (Uma1i -

Garcra et a1. 1981). 

Acido po1iga1actur6nico y transaminasa (Gien et al, 

1981) han sido reportadas en algunas cepas de Azospirillum , 

esto puede tener· significado en la colonizaci6n de la mitad 

laminar de1 tejido de la rarz (Umali-Garcra, 1981). Y se con­

sidera que esta es una de las razones por las que Azospirilluni 

se desarrolla en cultivos de tejidos. (citado en (6) (26) 
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Fl.ocul.aci6n 

En estudios recientes se demostr6 que Azospiril.l.um 

es capaz de producir exopol.isacaridos, particularmente ,S-pol.~ 

sacaridos, l.a producci6n de estos y l.a formaci6n de capsul.a 

son prerrequisitos para l.a formaci6n de quistes maduros. La 

producci6n de exopol.isacaridos es l.a causa de l.a formaci6n de 

agregados cel.ul.ares durante el. crecimiento y da l.ugar al. fen6-

meno 11amado "f1ocu1aci6n", e1 cua1 ocurre en cepas de A. bra 

sil.ense y ~· l.ipoferum, especial.mente en cul.tivos l.~quidos con 

fuente de nitr6geno en forma de KN0 3 • Se comprob6 que estos 

agregados cel.ul.ares pueden ser desecados para conservaci6n de 

las cepas ya que se encontraron viables hasta seís meses des-

pu~s. (39) 

Pruebas Bioqu~micas 

Las siguientes pruebas bioqu.1:micas ~~~ ~~---,;-~~y-~~-~'-p~ 

ra Azospiri11um; oxidasa, fosfatasa, ure.asa, hidr61isis ae es­

culina, habilidad para crecer anaer6bi.camente con .. ni't:r:.ito -,,<en 
_·;:o·,.·:· ·':\;·. 

medio con peptona, desasimil.aci6n de nitrito, nitr,~·:i:¿;·;,.,, .. ·<Sxido 

nitroso y nitrógeno gaseoso. 

Las siguientes pruebas son negativas: hidr6l.isis de 

al.mid6n y gel.atina, producci6n de pigmentos sol.ubl.Íi~ e~ agua, 
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producci6n de indo1, acidificacidn de1 medio con: 1actosa, 

sacarosa, ramnosa, ce1obiosa, eritritol.,,.dul.citol. o mel.obi!:!. 

sa. 

La actividad de l.a 

rango desde fuerte actividad 

Azospiril.l.um 

sacarosa. (1.1) 

Resistencia a l.os Antibioticos 

Al.gunas de l.as cepas de Azospiril.l.úm> i;;1~\,,:tol..;,r8:ntes 

a al.gunos antibióticos como el. clorafenicol.· é3o :mú:iogranÍos), 

a bajos nivel.es de estreptomicina cio y 20 n.:(é!:rog:ramosi "'¡;;~ 

cambío si son sensibles a gentamicina 
.,)·/; ... 

bi~n se han realizado pruebas con "sen:si~'a.fS~O~~-":<Y:\'!:ié!.:~·e'n'C~ñtr~ 
- . ,,,_"' ··-. ~-- '""• ·~·,·., .· ' . - . 

ron sensibles a tetracicl.ina (30 microgriamo·s·);"y'.:i;·.;.y.,;r:.(tromici-
- - --- - ---_---c=-.--=.--;;-~~'--"::o=--o:-~·;:.7--:.-~~-,~--·, __ , -;)----..=-:~----- -- --

na e 15 microgramo.s) (Dobereiner-Bal.dan'.G:'..:l.!Í79) ~[;::<.ci.t:Oad,o' ·en 1.3 > 
. '"i:·. . ·:·:~:-~·;;::-:.: .- ' . ;:--;: ~ .. ·.-..... • ..... .::.<·.·\.<·-.,.,e\.:.. ., • '.c.; ... ·~• ... 1',-• _ 

Se han hecho esttic:J.i:~S: 6~~:r~Jf~~~~~ c:J.e····.·.J>.~~i·k¡~;_il.um ;';:·· ... _;,, ,. ___ _ 

-< _./ _:, ''._ :¿ ... . '----~::.~-. :· ,". _::·_:·· . ; 

utilizó dos mutantes, una cépa-._._t'OJ.e:i:antet:·a.·_gent"amicin~ ·y otra 
· .. · ... · .. · .. ,.,, .. ,.·' .· ".. : ,. ·. . .· 

cepa mutante resisten:t~ ~ sulf~gUal-ii..diria'·. '..E:Sta;; mutant,es s~n 

muy Otiles en estudios en, campo Porque ay~da ü reconocer las 



- 27 

bacterias aplicadas y as1 poder estudiar el verdadero efecto 

que tienen sobre las plantas. (28) 

Técnicas Irununol6gicas para identificar Azospirillum 

Las especies y grupos de Azospirillum ~ueron cara~ 

terizadas sero16gicamente por Schank et al, 1979 y De Pol1i 

et a1, 1980 (citado en (23) (27)) 

E11os uti1izan antisueros preparados contra 1as c~ 

1u1as 1ntegras para la técnica indirecta de anticuerpos f1uore~ 

centes para d·istinguir entre las especies y también entre los 

grupos de las cepas de Azospirillum. 

Ladha, Barroquio y Watanabe en 1982, reportan el 

uso de técnicas de irununodifusi6n e irununofluorescencia. En 

la inmunodifusi6n se enContr6. que ~- lipoferum producen preci 

pitaci6n m1nima con. la may .. or.parte de cepas aisladas de ~· li¡¡:>o­

~ y también con ~· brasilense¡ en tanto que ~· brasilense 

produce bandas s6lo Con las cepas de su especie. La reacci6n 

de inmunof1uorescencia cOn Azospiri1.luni se mostr6 como espec:i-

f ica de especie. Los ant~genos de cultivos viejos presentaron 

mejor la reacci6n de inrnunofluorescencia, es decir con mayor 

intensidad. (27) • 
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2. 6. - RELAC ION PLANTA-BACTERIA 

Azospirillum se encuentra en la rizosfera del suelo y 

en.asociaci6n con las raj'.ces de plantas de metabol;f.smo C3 y·c4, 

y aan cuando se reporta en las raj'.ces de diversas félmiiias ve­

getales (gramj'.neas, cactaceas, etc.)' parece existir ciert'.'··e~· 

pecificidad, reportá'.ndose que los vegetales de metabolismo_~C4 

son infectados selectivamente por ~· 1ipaferum, mientras que -

cereales de metabolismo C3 (trigo, avena, cebada y centeno) son 

in:Fectados por cepas nir- de~. brasilense. (26) 

La presencia de Azospirillum en la ra1z no forma estr:!!.c 

tura especiales visibles como en la simbiosis Rhizobium-1egum~ 

nosas, por eso esta re1aci6n es conocida como simbiosis asoci~ 

tiva. 

Al ser inoculado, los azospirilla forman velos a1rede-

dar de ias semi11as y circundan l.as ra1.ces,.como guant~s, _enco!!_ 

trandose directamente en la superficie de la ra1z'y,e~la;par"'" 

te esterna de1 c6rtex y del es tele (Pa tr~qu~n :y .. DBberei_rier; 

19878) (18). La infecci6n hacia el intE.r·i~~{~~;~]'~ff~.,;:·:y;e;.t~ 
l.e ocurre en ausencia de una co1onizac~,~n,,:.~.fg~~~,=!-.~.~n.~~. ·:d.~~ ... :.:·b~~ 
terias o colapso de un falso tejido ext.:;r~;,;·~·;El_~,."r~~-~l~a 
puede ser completamente tapado con bcictE.i'~·.,;:5;.'. La:··:infecci6n oc!:!_ 

rre i.nicialmente en ramificaciones de 1a raiZ ·~~\-~:~.'.·.,~:~'~i..end~ l.on 
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gitudinalmente en la ra:l'.z principal. (26) 

En cultivos_monoaxénicos de Pearl Millet y Pasto Gui­

nea, azospir"iíi;.'\~st..i dentro de 1a capa de mucigel de· las ra!_ 
ces y comienza. firmemente a a tacar los pelos rad¡~;;-1.;.r~~- . 

La penetraci6n de "las bacterias a 1a raS.~-/~E.-' ~fectda 
a trav~s de puntos 1ísados por 1as mismas bacte~i~~-"~--~-~-,_:t.-Z:.~r -

vés de espacios creados por la descamaci6n epiteliaJ.· .. o,p~rla 

ra:l'.z lateral emergente. Azospirillum ha sido obseo;.,;~d~:-· dentro 

del tejido laminar de la raS.z y también intracelúiarmerite, a!_ 

gunas veces en gran nt1mero, pudiendo inc1uso representar una 

invasi6n de muerte para las células de la planta donde la pa­

red sufre de autolisis. (26) 

Químiotaxis 

Entre los factores_ qu_e afectan la iniciac-~6ri : __ de -.-las -.... ,, .-~ 
asociaciones planta:- ba,9te.'r3,-~;•_la "qu~iotaxis jue;9'a.L11ri..~P.ªPE!l 
muy importante. (24) . ~ . . .• >.·:·:··:_:,..>-:::·'_":\ • :_:· ,-.:>"·_;:·. 

,>~>;~~}:}' :;;,· .. :c~~Y, ,:'./·· -~_:,~ ;!;'/:·;.:~:;;\;<::··_:· '.;:::}t:-~ ··:· ·_··~~~ :~\~~- ·,:~.> 

menc<o~ E:.:"Zj~~~~I~io?j~~E~~~;f ~tÍ~~~M~"1~~~1t!~.~ba~ 
teria y las_cé~~l~-.. d.ei:le':i/~a:l'.z~ "y'.'.<iúe no es~n ;i:en6meno al -

azar que resÍiitE!" de la ai'ti.;."'iriéii<Íemcia.- de E!"sl::as "bacterias en 
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suelos tropica1es. 

Tamb.i.~n reportan que. l.a qu.i.miot:axis. no est": int.im:ame!2_ 

te asociada a. l.a cantidad de un S'6io :éornj?Ón.,;n:.t:.;;cie:1 .. l.os exuda­

dos, sino probabl.emente :a l.a el.as"' ·de. compuestos· pre·sentes y 

a l.a acci6n conjunta de l.os mismos:. (3) 

En trabajos más recientes real.izados por Reinhol.d, Hu 

rek y Fendriek en l.984, reportan que l.a respuesta qu.i.miot:!:cti­

ca no esta rel.acionada con l.a habil.idad de l.a bacteria para 

metabol.izar el. atrayente, por el. contrario, depende de l.a co~ 

centraci6n de este y su estereoconfiguraci6n. ~zospiril.l.um 

es atra~do específicamente por sustratos de bajo peso mol.ecu-

lar, los que son de diferente naturaleza y se encuentran en 

diferentes concentraciones dependiendo de l.as pl.antas hospe­

deras que l.os exuden. (37) 
. . 

El. oxal.ato ha sido detectado '.e~'.~os exUdctcib_S'·~~;~astos 
Kal.l.ar, rafoes de trigo y arre;¿, -~~.ct~~k6:.~ií~~.~~I1,i':.Ci'i~"i:<~~ l.~ 
berado en cantidades más pequeñas o Iria~te¿;t~b~é~'~e"ri_""~i;;t~s 

-.,:-,.;. 

pl.antas. Este fen6meno puede contrib\úr· a.··,.ia>especiffc:idád de 

l.as plantas hospederas en estas asociac¡b~e ... ~· (4)ÚG)cl.~)(29). 
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Producci6n de Fitohorrnonas 

Azospiril.l.um, corno Azotobacter y Rhizobiwn, es ca­

paz de producir sustancias corno son: el. ácido indol.ac~tico 

(auxina), ácido indol.-l.áctico, giberel.ina y citocina que pro-

mueven el. crecimiento de al.gunas pl.antas. 

se han reportado especial.mente en:cepas<"de ~-~-

~ (l.), (26). 

Hartmann, en l.982 trabaj6 con mutantes de Azospiril.l.um 

que secretan mayor cantidad de triptofano y ácido indol. ac~ti-

co y report6 que~- brasil.ense sintetiza l.a hormona Ac. indol. 

acatico a partir de triptofano, lo cual puede ser de gran uti­

lidad en estudios para promover el. crecimiento de vegetal.es 

superiores. (15) (28) 

El. aumento del. crecimiento y del rendimiento de tr~ 

go en campo demuestra claramente el. potencial agr~col.a de los 

sistemas de infecci6n de l.a ra~z, por Azospiril.l.um. 01:.serva -

mos que el. aumento del rendimiento coincide con el. aumento en 

la cantidad de cosecha, l.o que hace suponer que la producci6n 
de sustancias promotoras del. crecimiento es de mayor importa~ 

cía agr~cola que la actividad de la f.ijaci6n del nitrógeno. (38) 
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2.7.- IMPORTANCIA AGRICOLA 

La fijación biol.6gica de nitrógeno atmosférico es un 
.. , .· .- . ' .. -. :: ' : ,'·<! 

fenómeno de, v'ital. 'iiní?o:!Otél'ncia·,\-_ya -que a ;través-de: este el. ni-

tr6geno gase6s6,'.~Ue s;,,~ncuentz2a ~b\l~dantement~~l"lii.:atmós­
fera, es incorporado á.;i.;;:s·p-r,;t'eil"li.'~~'de i;,;.',;:'i:;?i'.,,.;',t:;,;.s';: .. c3if•'-

·:c:~ ;.::_'.::::,• :~.:-~~.~~~~::~ '..-{Pi/:.:_::..-;! 1~:~~-º-· .r. ,;:;;'_:-;\,:~ t .x·,.,·;, .'.~;':-~_,--.: <---· -
. -':__ ~~-~~'"~<;!i :_~;~~~f:f+±0-?i:"·~·~f-~~~~~~:-0,~~~~~-~!~~~;S~?:t7!:~~~'.-i;-~~-~,.,_, T·C;'"'--



de Azospirillum de producir fitohormonas que influyen en el 

crecimiento de la planta y afectan la poblaci6n de la rizosf= 

ra. A1ln cuando faltan datos que aclaran las. cau·sas de la ele.<::. 

ci6n de l.osr genotipos de la planta. y :baé:.te.;;,ia·j:;(28): 
.;_·_";-·'-.\;,:~~\, '-.:-.-.<,.·_ [ ~:--,-~;:,¡~~-~::~ ·~·::' -,, '.~ 

<-~·.'. ·- ~ 

En el cuadro 2. 2 se muestra ;,,1 ~~ici;:!;/;i~. i~'. l.ñoci'ula-
-· - '·-c,:_;.';_-:_,_;::_~:::;'..:.:';:':;..:;'·C:"""'~· <-{=,~)-, )"'' .:e¡-:· r-•--

C i6n de Azospirill.um en diferentescc::'üit.:LJ;;~'~{ 
_-·-:--=- ~.;:~~-,--° _,_ __ ;:7 ~-~-~-:;~~..:,~_,;c~~li;~:~-

.-\> ~{:: o:·,c>>: - ,:~ e"· 
•'e-; .-, . ::\.~~~~;;,~~; 

2.0.- PRODUCCION DE J:NOCULANTES ,. 

,. :« ... ,:~~~-"" - -

Beijerinck en 18 98 indic6 ia··.;;,;;;:;1~s'.idad'i'<i'~'~ ~;:m;'.in.:i.st;ar 
artificialmente bacterias a los suelós~'··hí!~~J·~~~~;motr~6 el. 

desarrollo de la industria de los inocJ,l..{r,:h~~'..'~:f.·;~ 
.. >.>:~:::.::_~\~,~~--~: ·'""' -·-· .,, . -. ~- , ;:· -_ .. :- -

-- - -_---- .. _., "'. '" -- ,.,~;"- ' 

una bact:::ª i::::::~:::a:0: ::::::::dJ"~~~~~f;ff !~~~~~[;~::ir 
El. soporte es un material. vehkul.o. ~~~~;~.~~;;~~~·~·~,~I:~;~3é:a,~r•,u- . 
sicas y qu:ünicas deben ser adecuadas'~P:",fª .man,t.en~r ~Vi~l:,17.;·a,1 

microorganismo el tiempo necesadO,'f~~ •· . . ·~~f~'t:~~.;;,\~'b'~'~j¡}iá'.i:lho-

::::::::t:: ;e::1:::c:::e:::~·11egue~:'f:r~~?~z~r'.:;~u~I}'~tp5-ed~aés 
, ·--_,¡ t·:~ · - · - , ·2~T~ , .. :· -··· 

".,'.~;-, ~;~:~'~;,'.. ,d' ~._._,._, .·.-.. ~,:--;.:::'/,'_--. - ,,. 
•. ·• • . • • .· ,• .. .. ?--~-' ",' ,<·' - ,' '; ' 

El soporte debe presentar las•: s'.:igu.ien'tes'_, caracterS:s-

ticas: 
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Alto contenido de materia orgánica 

Alta retenci6n de humedad 

pH cercano.·a ,la· neutralidad 

Fácil pulverizáci6n 

Buena adhesi6n. a las .. semi11as 

Disponibiliad a .bajo costo. 

- Fácil esterilizaci6n 
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La turba es e1 soporte rnlis utÜizadÓ, :·~e .. f;;rtna .·en el..! 

mas htlmedos y con temperaturas bajas y réstilta de 1a acumul~ 

ci6n y descomposici6n parcial de los dep6sitos ·v;eg'etaie·s, ac.!:!. 

mulamiento .de plantas de la familia si;>h¡,,:gn~ceae; que se han­

conservada bajo condiciones de escasá aereaci6n en los reman­

sos de lagos, estanques y pantanos. 

Los dep6sitos de turba no son abundantes en el mundo 

y su calidad es variable dependiendo de su origen botánico, 

edad, capacidad de retenci6n de agua y microflora presente. 

(10) (l 7) (36)0 

Otrcis .. s'c:lpcirte:S que se emplean en la fabricaci6n .. de 

inocu1antes., ~o~~esponden a suel.os orgcS:nico~, .º.:·:~e~i~c~·~~¡·a_~·-~ con 

harina de alfafa; paja molida, 1evadu.ra y ... aéar'ci.;"'-:"C::a'rb6n ve 

.getal, 

l.a l.ignita s~plementada con bentonita, .;,e'J:irii.~'~{~~L\:,al:-ina de 

ma=tz, saccirO·s~· :Y extracto" de ·ievaaU:ra ;_ -~.S_e~r~~···'ae;·sCompUesto, 



TABLA 2.2.- EFECTO DE LA INOCULACION DE AZOSPIRILLUM 

CULTIVO 

DJE¡{taria 
\iñbeñs 

Pennisetum 
paru.c:um 

¡:m.;::t:=x!ün 
'lriticun 
aestlun 

Zea mays 

Pani= 
Sorgo 
Trigo 

Triticun 
aestiun 

J?earl MilJ.et 
Panni.setun a. 

TRATAMIENTO 
TESTIGO 

S/inocular 

S/fertili -
zante 

S/inocular 

S/.inoeular 

S/.inoeular 

S/inocular 

S/nitx6geno 

S/f ertilizan 
te -

INOCULADO 

inoculancb 
solo la 
l:acteria 
C/fertili­
za.nte de N 

con una pe­
queña. canti 
daddeN -

en planta 

en dif eren­
tes tipos 
de suelo 

en plantas 

nitr6geno 
en fertili 
zante + ·.iñ::> 
culante -

con ferti­
lizante ni­
trogenado 

INCREMENTO 

ganancia de N 
200 :Kg/lfa 

en peso seoo 

en materia 
seca 

peso seco 
altura 
1-b. espigas 

% de reduc­
ci6n de ace 
tileno. 
peso seco 
contenido de 
N 

peso seco de 
rafees. Cre­
c.:imiento de 
la planta y 
contenido de N 

30-36% en 
producci6n 
de grano 

materia se­
ca 18% de 
N/}!a 
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perlita, roca fosf6rica molida, compostas de cáscaras de ca-

f~, de c~scara de arroz, de mazorcas de ma1z, bagazo de caña 

de azocar y compostas en general. 

Los soportes var~an de su capacidad para absorber la 

humedad, lo cual determina la cantidad de cultivo l~quido que 

debe ser agregado al hacer la inoculaci6n. Se debe tener una 

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

pas. 

La producci6n de inoculantes se divide en cinco eta -

l.- Recolecci6n y preparaci6n de los S?portes-

2. - Propagaci6n del in6culo en cultiv; 1.iC;ruido 

3. - Mezcla del cultivo l~quido con el- soporte'· 

4.- Empacado adecuado :·.:::.-.'/;:·-·:-. 

s.- Control de calidad de los inocul.ant~~·c······ 
·~-.._,_ 

.·-" ;··:;' :·~:~ 
'>\· :;¡,·:, 

Muchos trabajos han sido publ.icados acerca,:de la .-fisi2_ 
~- .,::_::_-.-.:_,:,-:~ .• ~~c.;,.-=---".;-'=;~-

l.og!.a y fijaci6n de nitr6geno por Ázo;;.pirÚÍ~;;:·e;i n:i6d.o de as~ 
ciaci.6n con ra!:ces de plantas y su efectb d;,.s:~¿~:~.: de:~:la inocu­

laci6n de sernil.las o ra3'.ces, pero· muy pecio .;..;;,;r;;a.' de su sobre­

vivencia en un soporte. 

Lo anterior tiene _gran· importancia porque si se.piensa 

apl.icar un programa de inocul.aci6n de Azospiri.llum a nivel 
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agrtcola, lo más conveniente es hacerlo por medio de inocu­

lantes y no con cultivos ltquidos como se hace a nivel inver­

nadero. 

Hay muy pocos reportes sobre esto: Jagnow en 1982, r~ 

porta la sobrevivencia de Azospirillum utilizando suelo est~­

ril corno soporte pero lo somete a diversas condiciones .de 

stress y no a una condici6n normal de almacenamiento. (22) 

Sin embargo Albrecht, en 1983 reporta 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· ·tratarnien 

tos con fertilizantes, finalmente se determina la poblaci6n de 

la rizosfera a diferentes pertodos de tiempo. Con la mezcla de 

turba y arena se hizo l~ determinaci6n de sobrevivencia y di­

cho inoculante fue conservado en frascos (1) 

Por lo tanto es importante seguir haciendo pruebas pa­

ra determinar si en un futuro es posible utilizar inoculantes 

con Azospirillum para aplicarlo a nivel agrtcola, ya que se 

han hecho numerosos estudios sobre las ventajas que represen­

ta la asociaci6n Azospirillum-planta 
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III. - OBJETIVOS 

3.l..- OBJETIVO GENERAL 

Dete.:.-miri~i' ··a.l.gunas de l.as condiciones adecuadas para 

producir __ inoc.ul.antes con Azospiril.l.um. 

3. 2. - OBJETIVOS .. PARTICULARES 

l..- Estudiar el. comportamiento de diversas cepas de Azospiril.l.um 

en med:ios de cul.tivo con diferentes ·fuentes 'de cari:>Ono 

2. - Detenn:inar l.a tempera tura 6ptima de crecimi.ento de al.gu -

nas cepas de Azospiril.l.um 

3.-

4. -

s.-

_''«, 

Establ.ecer l.a fase de crecimierito'ad~~~ad~;~~iC.tn~~~l.o 
apropiado para efectuar l.a inociiia.6i.i5i;.c.d..:i'i\' sop6:r:ti,r ,; 

.;:·-·. _·,-·. .· .;,; ':,, ;:,':·· 
·.:· ; .. ~·~'.·~.~~\~ 

piril.l.um en l.os soportes á difer~~;~~p~r~~d~~.d~ tiempo 
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IV.- PARTE EXPERIMENTAL 

Este trabajo se desarrol.J.o en el. Laboratorio d_e Micr!:!. 

biol.og:l'..a Experimental. de .J.a Facul.tad ·éie· Qu1nÍi;,;a,. UNAM_~-

se estudiaron siete cepas de 

. ' . , 
Azospir'híl.m;; ~ri;. de re-

-~:-..,~=.~-;;'":-~~-, . ._._._~.'.:~,, 

ferencia y seis aisl.adas de suel.os y ra:l'..cés muestreado·s·=:.eri.·:·di 
- . .: - · .. · .· ..•.. :.:.=··==·'-·=.:·••=':=;~=·;i~;~c····~;_,,:.:.:\., .... 

ferentes partes de l.a Reptibl.ica Mexicana. La. es-pecie'ry-=o-rigeri 
de l.a s cepas empl.eadas se indican en J.a_ tab.l.a: i·.•.: 

,-_,.,_ 

- . - ,~_·_A~_·i~_Y}i~;; .. ~<\A~ 
.: ',;- ''. ' ' . • • '~-<, ·o;· "• .• ,;._. •:.·· ; ' ·:. 

se empl.earon tres soportes que corresponden':··a«.:turba· 

sol.a (proporcionada por FERTIMEX) y paj;. <i~ ~-~i~'-~i,;i{~~ \~~~..: 
cl.ada con turba en propórciones de P/P,' ~:y-".y~:.~l;'~?~'.-d/.~ :'{ _ 

. ,, - , -~· .. - - < : .;.:,~ . 
. -_:... . : ;.;./.: ~::~\~~·'_{:;;;:,;;~'~:-;~):·-;~ -\,_;~):". 

En J.a ft,g· 2. se E>~<;¡UE~m~~~~t ... -.·-~_[_.e_;_-_:_,._-._•~-~-1_'_,~~:}~.";<t:ra._t'_-_.,_._._jo 'efec-
--. ·- -·:·:--·[· ;o.,-~.;_,_~_;;-_,.,_·/. -~·,_"',.--;-:~:;,:_~~;;· •. ,:.':;' .. -,_-~ . t•'"'Yi )~ '~?:~i_,_,· ;'.-'.if . .=. 

---~~:+;_:~·:;,:: , .. -· ·' ~;- ·:-:_'.<. '. ' " ••"< ''-~:;, t:·-,.:: ·.·:;::> 
·-'·:·:,:/.,;:::: '.'/~:::?: . - ;~~;\:.;,>.:.e:.:.~·,;~~:¡'.~~-.~·;'·-· ·l·-1 ,!~~;::/!~/, ·;_:, .¿;!:.: '.:~l)< \·-~.~;" .- ~:~·:'.~ -.. · .. ·.:;· 

4 .1. - coMPRosA:éioN' oE:PuRE:zA Y Aci-:i:v1.cioN<'oE: i.i:~. cEPAs 

tuado. 

semis6l.ido (apéndice ,l.), incubarid0. á 28 ºC y se cornprob6 su 
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TABLA l.. - CEPAS 

ctAVE 

Sp - 7 

C4 

v.r-J. 

vs-1 

5 se 

v.r-2 

se empl.earon 7 cepas de Azospiril.l.um de l.a col.ecci6n 
de 1a Facu1tad de Qu~mica, ~as ciaves, especie y pr~ 
cedencia se iridican.a continuaci6n 

~· brasiJ.ense 

~- brasiJ.ense 

~- Brasi1ense 

~- l.iJ2Eferutl 

~- .§E.. iipoferun 

~- l.~ferun 

' ·.::r-··._ .. 

·~--< , . ;.~.-~:~,x~ .. ~~,-:: .. >·--

Aislada de pasto 

Pangol.a, Matl:as 

Reme=, oaxaca 

Aislada de tri 

go, Celaya Gto. 

Aisl.ada de ma:Lz 

Metepec, Edo. de ~-

Aislada de sorgo 
Val.1e de Santiago Gto • 

Ais1ada de avena 
Metepec, Edo. de ~ 

Aislada de ma:Lz. 

Metepec' Edo. de Ié<. 

REF. 

13,23. 

13,23 

13 

34 

13 

23 

34 



FIGURA 2.- ESQUEMA DEL PLAN DE TRABAJO 

Sel.eoc16n de 2 
cepas con te.se 
en antecedentes 
:ceportados so­
bre su efecto 
en el. rend. 
agr:rcola 

Control. de 
cal.idad 

kepas stock J 
I 

Pruebas para 
se.lecc:.i6n de 
fUente cie car 
.l:t>no Y~ 
ratura 6pti'= 
ma y deteold · 
nac:i& de J.a 
fase estacio 
naria. -

Pxopagaci6n -
de Azosoir:tl.l.un 

- 4 l. 

rtes 

DeteJ:m:i.naC iones 
f!sieas y quiJ:ni. 
cas 

Preparac:i6n del. 
SOporte 

Inocul.aci6n del. 
Soporte 

Maduraci6n del. 
inocUl.ante 

Almacenamiento 



Fl:GtEA 3.-

(El. misiro nCmero de 
repeticiones para 
cad a fuente de car 
~) -
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Activaci6n 

Adaptaci6n 

Curvas de Cre­
cimiento 

Condicia'les de incul:::aci!Sn: Tanperatura de 33 -34 ºC y en agitaci6n a 250 r¡;:m. 

Se realiz6 el mimo procedimiento' ¡;pra cada cepa en las :Euentes de carbono a 
pzobar. 
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actividad mediante l.a observaci6n en fresco de l.a morfol.og1a 

y movil.idad t1pica de cada cepa. 

4. 2. - CURVAS. DE CRECIMIENTo·•·· 
~-~o• 

4.2.l..-:'Se¡~cci!Sn'de;iafu_en.t~;de.carbond y temperat~ 
ra m~s adecu.;d~~;';ar~;_;:t~·a:;~~irai'i,;'a~_Azospid1i\.iiñ'~:· 

·- - :_f"-~~-~ '~·=-;=-e-=--=-- .:_~:.~~~;,~_:Jk~~.f-~o:~~~~;-:~__;~-~.:; ... } --.:- :~:--': 2~:.:..-=-·- ~--~--'~ --·='-''.'--,-~-¿_"<o·-:'~i,:}~;.. "-~·- ;:oo:=-.--o..-_- . 
\~ :_:>'~·-: ·:·:.~·- '•' y.:· '(:o 

sa y man::º:r:r~~~·~~1.~t~~1~~0[~~t·t-I~~J*~~w¡1~~i:~~~¡¡gjª:ª:;::­
(ap!>ndice · .. 3) .• ·,·~~~~H.~J~~.~~~~~.~-;~~~'.I.~{'~E~~~:·Y~~5'.':·ftt~~~~;~~S~H~~~.t~. 
riormente se me:z:~~13.17~niC:?~/,':ff.'11edio\ b~\~al. }ap!>n~it:::e. ~) pr";'vi.!!_ 
mente esteríl.iza.~_C?~·-:_~:n¿ ~-~~"~ci·av_e ~-"~):,-·:·-~:'·· ,'_. :,t~:: .- ::::· ~. 

··_: :_,·:-. , ;.···~;-··- :~¡:.-;::·->··- ,. -,:_r:-~~~,_~: "·:?~:-:: -~··::,~-- , :·:->' 
. ''~) :::~t-~~~i·,.,- t,. ;: .)::·j·~, ·-~:;/:·~· - --'.-'. ,.::;.~ ,_-·-: ·. 

En l.a · iig~;'{3:. ~,~~~~,i~.;~;;a,'',o~{';'.~~~ii:i;m_~'/a~í/~·;J.;';;~~~ de >ac-

ti vaci!Sn, ad.:.:pt~'~:itSni ~La~~.iltfiJ'.J:iici¡,,'~~i~~:·~¿~r~~s ,:d.;, .c'~ecim:Í.en-
to que se reai{~~;;:bbn· ~;~~;~~É~\:~d,~:,\~'~ .~e;.;.s-:> "''' ' • ;~ .· 

._<··,;-:;:·; ~;'.¿;::·'.~'.,:> >~'- __, :::>iT/::i«-.-~'. ~<:-e_· e·"·~~-;,: <\-~ . . ·:· .. < ,'>,·.- :·;( • 

. ,. ::;~-~e:.:~~··: ·"' .. .- ;f,~; J~( ,· .·,._, ~.;;¡,.-;~.: ._,. . • -, ,·.-..::,.;: :.~ .,:o •. ·-;- r :¡· -.·:,: '·: · ~ .. -- ..-"/· :·· · -

La ~d~-t:~il>.lici~_riJ.;,<l~~t.~.;_1:1:>.f edfi_•=!XI>~:r~~.t~,;·""'~'2i.va S'~<!_e,;' cre­
e imiento sé re~Ü~6·-~ri~\lri_:;fiei~i~ih:iti-~:,( Úett;:;su1n~~s~h'·b~,; fil..,­

tro verde. r;,.;.,; i~~'tüºi~~'.;';i;.~;'iirci:l~ºbfi .;.:1/tÚimp8.o'y·~~·~da·3 'horas 
duran té· un p.;;,,1-f?~~fae · :j~ hor;;,,1;;;:'5 .}f.·. ' - :,:/Y ··• -. · 

--~:··:·, -s: ~- . 

La pUreza.dei l.os cu:ltivós ·se v'erific6 a diferentes pe-
,_ .. ', ·-. - .. ·-.:_ ;, ' 

r1odos de· incubaci~n mediante tiz:¡ci!Sn de ·Gram y observaciones 
en fresco. 
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Una vez se1eccionada l.a fuente de ca~bono para cada 

cepa se procedi6 a repetir el. experimento variando en este e~ 

so l.as temperaturas (28,30,'33 y 36 .. ºC) ·a fin de ·determinar 1a 

temperatura 6ptíma· de a.;:;s;ffio116 i?él~él,1;~~ :_ce,~á~ ~~~ Y, Vr-1i 
;.:'.-¡/'., <--><~-~-~--~~-~ ._.,,:l ;;•r;~~-0 -•• '.::.·~:~.> 

4.3.- DETERMINAc·:r~;. DE A~d~~sécA~~TE:RisTJ:cJ\s F:r'~i~J\5-~ .6ú:i:-
• ,<~ : • •: ·;'·>; .. ' '< ' , • • . • 

MICAS DE Los : s8i>oR.TE:sf ·: .. ~~-'.: ··• _ ;,e•¿} " :, · 
,-7- ,.-, ,',··-,;·,-~*-·-;:::.< -~·.-':/~:~: -·- .·-.-,_ - '• 'N .' '-,-.;; ;- ,-,.-,,-,-' 

"-~~-°'"-,-, ~-:---,·.e- ~ ~--·_·•_: ";_._· __ ·.·_._~/_. -_:.~ - . ;~ =·~-;.: -:-;:--- o.~;;--;-c,i~~-7'~'#~. --- ,__ :..¡ "'-- --~ - -- -

4.3.1·~,:,:;_pii,:.·: __ ··-- .,, ., ;< .,.;_ ~: .. :·" =- ' ·--.~-= 
--",,;_·-,:-;, .,,_-~-7 ";'--· ~;-" -··;;:~ -~ >-º {~h;~.{ 0\·';,;·,, 

::s d::::~t~:~-;:~~2º-~_t•f~~t . .-.. '_~_i_;,·_:.:_ •. ~.•-~--.·m_·-~---~-=-•_;_~_t_,'._r_:_.•,:.·. ';!~~~~~~~~~~e::º!! 
·-~ -·-:,_ ;io.-,,;hc~"'-.-::--::~·-:-=-: ... ~ - -~1:.,::_'}~:,,. , .• '. .'• ·-·!. <' •• 

den para turba - 5. o =. - i2 ~ !>; ~r: i:>;:,:;'i;.P.,;:i,:~:~;,, 1na:Z:r2'?5~'.;t"'32 ,n1. 

y para 1a mezc1a de ~~5~~,~~;~~j~'..'.,,l0-~ .. -(5i,),~ m~~':. 
-·-;..- -~- ->'. .-:-:.¿( -:~~·-:: '.: ( '.]'·;';. - ,_. .. .. ·:':, /; 

4. 3. 2. - oet~~i~~h6ri·ra:e;)_ii&'ri~a:.ld· '({i> •. 

Mediante·i~ _,.,, •. ,., ,i~;~t~Z"i'~~eda¡·a··ternperatura de -

l.05-110 °c, hasta obf.~fi;i{i:;;c-Jri'; pe;,,-6' c'onstante. 

', \.~:~;;;:h:i.ii.;:·,:·_:>-f~'.~· ·~ .. 
• >;_' 

4;' 3 h~'-:;.'.'% ~'d.E.!if.ia'tex.-ia- orgánica 
·,._;,: ·~<~~\}ef·:~)~ ~.~-~~:!/ ;./;-~'.:'.- -'.'~ 

modificado_.-(Í.2)-;-,:,reaiizándose por quintupl.icado con las siguie,!l 

tes cantidaJ~s d."''m~·~st.~'.a, turba o. 05 g. ·paja rna:tz o. 01 g y 
'·.· ;; ; 

mezcla o .. 05 ·-9·~ 
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4.3.4.- Retenci6n de Humedad 

Para determinar:-1.a cantidad de l.l'..quido necesario por 
gramo de soporte~ y, o¡;t'enE>:i,cia consistencia recomendada para 

º>_· ·:.'-· 
los inocu1anfe·~~ · ;.~<~--,.¿.-·::e-,: .. ~.;:. ,. ·' " ' 'i;': - ,~. 

4 .. 4.-

).~·:,~~)~;;\~~ ::~-~-i:,~·=~·-~)}_,::·~_', 2~;·_o, -
-,':;-/,·.;.; .• ,-~ . .¡.->--;:,. 

PRODUCC:tON. DE :-iNoctJLANTEs·~_\'j s·e·s,~·sqU~~a't;i.·Z-~ ,~en -l..a· figura 4 

4. 4. l.'~~~·r~;~~~~~:~~~1~'~1~:~~.¡~::;:es .. ~.; ·;· •. :.· 
. ·; .. :.-.'~-~-,: J:~ .. ~~-~{~/:,,:.~, • .. ~if. "·:··:,<::i / . . ';\; ,,_,,. ,_ -~--;:,~-~-- ~~~-- ~ ~ c.= -_-:o-. --. - -,.. -'~,---~-w '- ~'; :.=-~::;·;:t~:~-

:: _ -=-·:::~=::31t~Bll'l~~il~~sii~t~fit~~::~ 
tu.=~ que tiene ·l?I:i :icido~",.'Se'' hicieron.mezcl.a.s:.:•:.peso:-peso y V2_ 

l.=-vol.unien, 'con .~i'''.;~~i'~~,c,·~·~t:;ri~~:l.ili~ ~~<:: .. ;::e::~() ~ l.~ neu-
~ .,.·. ''»-\f ,-~~- -~:.;-~·-:,; ·:t;·t.:~: .,/''"-~ ;>· ·:·::>· 

• -- ; ~--~ •. -·~'::._'~.>.~~.~i~.'.:.},o'.·.~~[::···. :: /-<-_/:·,~.~ ';:. -~,;. [~'.~;;.:~l s ·,: ~> ·... .,:. ~:·~~ -
' '' . ,,. ,. ' - ' :;'< ... --.··~~:/·::·~{.:.~,/. .:';;<: ' ' 

-.'7·°'· '::i::f:;:· ~~;~;-~?:- '· l;'~~?;'./S··~.' ~:.~ .. :~-:.'.} .. _ , .. '/' . ".~·· .. · ,.~ 

TámiZad~ ;~~)~i',:f,)~~~~ik;~\;~iit.~;I~l~~Ji,\.;;;do • lo• 
==-=-es se. pa saro.n•• . '· ·. ,, •x···:'~.~~i;,;~'.~·.j~ ~o o .;~c· .. ·.ªa·····.l.n; l.t.·~i·.·•.·.·d··s·····.······ª•.~.·.;·····1,·d· .. ~.:.·.•.·:·:·Y····e•.··•·.ª.•s·, ,t~~~~~do s 
~ ==:z.artieron en• frasco"s·i de'tvicír':id';•·c·.;n. d.,e ;"ioo g / 

::~ :es:::;:~\~t&;~~t~ir~?s~t~~%f c~~~.t;;:~.~~·~~~~~~~~I~. t:emp~ 
' ... · ..... '':~;,:. ''';;:,,' .,,f·%f '':'.'•;,. 
4. 4 ~ 2 ~ ~ ]p~~~~8f~,~~A,~a:~~~''f 'f~~·~~? .. . . 
Las. cepas·;~P7Ji<Y'.f~~~.:f~.f*~r1· utiiizS:~a:s para l.a pre­

===-;sn de l.o s inocuia'1tes>;:,aebiao, á que en,,, éstu4io.s previos' 
::."::!-- ~-0, estas cepaS proPorciOrl~l:On los mejOre's iesuitado·s 
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en cuanto a su efecto en el aumento del rendimiento agr~cola. 

Las cepas fueron inoculadas en medio Nfb 1.~quido -

con la fuente de carbono•. n::s ad"'.:"':1ª~a.. y se incub6 a :1a temp~ 

ratura ¡::reviamente selecc:iionadi{~;;: sehnantuvierón"en :agitacic5n 
. • '\- . ·,.,.1 , • ; .. ~ . ~:._ .. ,. 

a 2so rpm hasta alcanzar :.ei ilnai de: la fa.;.e 1.og, de· acuerdo 

a 1.as UK obtenidas en ,1.as curvas de cireéiIIÍ.iento:~. 

La pobl.aci6n microbiana se ajustc5 con. la adicic5n de 

medio Nfb 1.~quido y est~ril hasta obtener. ·una. turb:i.edad de 

220 y 280 UK para las cepas sp7 y .VT-1.resp~~t:i.~Üe~t~, y se 

proced:i.6 a la inoculac:i.6n de los soportes. 

4. 4. 3. - Inocul.acl6n de lo:S.·soportes ,i::.· 
"'\~,·" !. 

A cada soporte se 1.e agri.g(S::¡;~: voi..:.men ;de' in6culo -

::::::m::::u::::b::::~·iª~§;~&~!·}~S?fªr~~~1;1t~f~~!f3i:f~:::~~ 
:::c ::o::~a=~:~:o::~7~!~~·0}f t~~~~~~.~¡~·::~!:~~;;w~;{t~fa~;~~·;~3hes :i.6n 

''·"'''"·'"'i:' :dura · 's:!" apl..icapic5n,en las 

::·:::::· ,:·::º:•rf~}~~~l~\@~~!1~i~~!i~~~1~J~;:, m> 

de in6culo y a .100 g ~;i~t~h;tª ~.·~:~tt!Ji:ft> }~~~~~;\,ci~;c1n6'c:iulo. 
. ,. ¡J,::: ,.,.. ·,;:,~.~~\:~::'.";,, ;> .~ 

De cada so~~~;~~·. s~ ~>;~~k~~~::ii1, 3. J.6~;~iJ.;i 100 g , uno 
·,·'.'..:;:: ; ·,· ,.., •«·:·.·, 



FIGUPA 4. -~ DE PFOOUO:::ION DE INOCULl\NlES 

Propagaci6n de 
AZospi..rillWI 

:tnoculacion de 
Soportes y ho­
mogeni.zacilin 

L 
Di.str:ibuc:!.6n 
en· l:olsas 

L 
Sel.lo hennéti.co 

¡ 
Madurac:i.6n a Tem 
peratr ambi.ente 

Almacenarni.ento. 
de producto ter­
mi.nado a tenpera 
tura ambi.ente -
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Neutrali.zaci.6n 

l 
Tami.zaclo 

l 
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de ellos fué usado como control y ª· este se ágreg6 medio ·de -

cultivo est~ri.1, ~.os ·otros fue"rOn'·. í.n6cu1ados -cori 'iás_:_c.tiltivos 

de las Sp7 y vT-1 
:0-~~-,·~~-,~::~,F> . , -~-.. ~~:~:.··." 

¿ ~ iÍte z~ i~ 5 ~e ·· h;;;,.~geni·~¡;,_i;6ri ... y i ~·e p~¡;¿,eCii6. ·a dfstr.f_ 

bu ir el . cC::nt~~.Í~c>~~ c~.&;;. l~~~·~~ :1oc'~boi .;ás .cié!"bP~i"':~i.i~~o, las 
- -. : :- :, -. : .. -- - -~ -: 

que fueron sel:ladas y aiim,1cenadas a tel'flP.erattú=:li.~ ... ~1'>1eiftE.:~'~ 
,:-.:·;~ .. _ 

\ '-;'"'- ·'-'::':~~'.'. :._:;_' 

4. S. - CONTROL DE CALIDAD Y DETERMINA€ION DE SOBREVIVENCIA'>'DE 
. ·.·,..;:,· - :,;/'.'.-~;,, -;.;"-'•· -··. 

AZOSPIRILLUM A DIFERENTES PERIODOS DE ALMACENAMIENTO~· 

se realiz6 mediante la técnica de diiuéion·es··:,·y · 

cuenta en placa, empleando Gel.osa Nutritiva C~~~rr~~~~·;&;!''.·';e 
determin6 el ntlmero de microo_rgarii.sm~s ~Ont~mi~-~}1¡:~~"~";:~, .. E._~~o ·:_~e 

realiz6 al tiempo cero y después de <:i:~: 30, Eio. :y :gé)~'i(jj:a_;,; ~;~·ál-
.,,._ -'··-~,:: - .-·. >- ~~ .. :.:..=-'::/:~/);:, ,;:-· 

macen amiento. ---; ··f-';: 

,. - ._' -~:.:,:·,:! " \' ~·~;: . :;:.:/ ,,, . Í' ;;t:> :: ; 
Tánibiéri se h:i~C>· é..ie~tá :~,,~laca de :i:;·~ controles p~ 

ra verificar ia.-;;,;,,te.J:-ú3i:t.i~'.Úsrtd.i{' i.~'i.__.s,ciÍ>olft'¿i;~"if"='ei?m ... diO de 
cultivo. 

... 

fueron: obser~ac¡6~'de {as c:..r"acf~r¡st¡cas macro .. .;,tSpicas .de 

las colonias "dcsarrolJ.'á.da.s·; ·.observacii6n. en fresco de las col2 

nias para v~r¡f¡c~r mo:,;~C>109'~a ci.;iular y movimie.:ito c,;_racte-
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r~stico y tinc~on de Gram 



FIGURA 5 

l. Semill.a 
(2 y 3 ) 

CUENTA DEL NU>1ERO DE OOIDNIAS 
OBSERVACICNES MACBOSCOPICAS 
Y MICRDSCOPICAS. 

IriCubar a 33 ºC 
48 a 72 ·ars. 

- so 



semill.as 

Adherente 

Inocul.ante, , 

la 

el. per~odo en que 

· z6 gc::ima ar.!ibiga (Ap~nd:i.ce B) 
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(V/V) 

T+P (P/P) 

porque es 

,util.i;_ 
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CUADRO 6.- CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS Y CULTURALES DE 7 CE 

PAS DE AZOSPIRILLUM 

Sp-7 
Colecci6n 

Pox 

vr-1 

VS-1 

5sc 

vr-2 

µ = mic:cas 

Tincil5n de 
Gram 

SS = semis6lido 

Morfologj'.a y M::>vili­
dad celuJ.ar 

!:acilos =rtos curvos 
con gránulos de PBH,muy 
rr6viles, nov:imiento en 
s y como espiral, tama­
ño 1.0 X 3.8 µ. 

!:acilos curvos, preser>­
ta.n gránulos de PBH,no­
v:imiento en espiral y 
CC1IO S. Tamaño l.47 X 
5. 88 µ 

igUal al anterior pe= 
miden 0.35 X2.9µ 

igual al anterior muy 
rr6viles 

bacilos largos ligera 
mente curvos, con gr1!l 
nulos de PBH tamaño -
0.9 X 5.0 µ m:>Virnien~ 

to lento en forma de 
s 

células largas, lige­
ramente curvas,grue -
sas, presencia de g>:á 
nulos de PBH, moviIDTen 
to muy lento. -

~lulas grandes, ple­
norficas,. gruesas con 
gránulos mov:imiento 
lento y= en s 

Desa=ilo en Nfb ss 
Fo:i::mac16n l!eq.de Alcali 
f: peU~ ~ioti- ~el 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + + 

+ + + 

Observaciones efectuadas en la 3a. resiembra de la activaci6n. 
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aJAD00 7 .- DESARFOLLO DE .A2lOSPJ:JULLt:M EN LAS DIFERENrES FUENTES DE 

CAROONO 

Cepa Ac. Succ.íni= 

* A '/'..':, <_.:_::.·>:'~:::;:, ':.~:.:··~:;/-::·.~. 

1~ferun 100 100 80 y' .,J¿'. 100 ; 

* A - -- . e--= -

brasilense 100 o' 

Sp-7 

0:>1ecci6n ++r. + + 

Po>< +f+ + + 

C4 +f+ 

vr-1 +++ + + 

VS-1 +++ ++ + 

5 se ++ + ++ 

vr-2 ++ + 

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

'\/!= Variable 

+++ Abundante ++Moderado +Escaso - Sin desan011o 

-62 

o 

o 

+ 

+ 



CtJl'ú)R) 8.- VAIUACIC'tiES M:>RFOLOGICAS DE A2lOSPDULUM EN LAS DIFERlíNl'ES 

FUENTES DE CARBONO 

Caracter:tsticas M:>rfol6gicas 

- 63 

:Ac. Succl'.n.ico Glucosa Manitol Saca=sa 

Sp-7 tj'.pica tj'.pica Cél.uJ.as ovoides y esf&ieas 

a:>lecc. 

fyX tj'.pica._ tj'.pica Cé.lul.as.ovoides y esf&icas 

c4 tj'.piea !:acilos Cél.ul.as ovoides y esf&icas 
cortos 

V'l'-l dpica bacilos Célul.as ovoides y esféricas 

' 
J.argos 

vs-1 dp.Íéa tj'.pica Cél.ul.as ovoides y esféricas 

Ssc tj'.pica foll!laS Célul.as ovoides tipica 
re.don.das y esf~ricas 

vr-2 t:j'.P;i<:a_ . tj'.pica Células ovoides y-esféricas-



CUADRO 9.- NUMERO DE CELULAS DE A20SPIRILLUM POR ML DE MEDIO 
DE CULTIVO EN EL PUNTO MAXIMO DE LA CURVA DE CRE­

CIMIENTO CON··LA FUENTE DE' CARBONO MAS ADECUADA Y 

Cepa 

Sp-7 
co1ecci6n 

Pox 

VT-1 

VS-1 

Ssc 

VT-2 

A 

2.9xÚ>9 

* T:iempo en ·el. que alcanz6 ·el. máximo crecim:iento· 

de 

El. n!llnero de c~lulas por ml. se determinó interpolando las 
l.ecturas en la curva de Me Farl.and. (ap~ndice 9) 

Nota: se observaron carnb:ios morfo16gicos en las cepas desarro-
11.adas en los med:ios como manitol, glucosa y sacarosa, ün:ica­
m ente la cepa Ssc no cambio al crecer en sacarosa. 

64 
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CUADRO io.- RESULTADOS DE ALGUNOS ANALISIS FISICOS Y QUI.MICOS 
DE LOS SOPORTES 

TIPO DE 
SOPORTE 

TURBA 

PAJA DE MAIZ 

T + p 

(P/P) 

T + P 

(V/V) 

6.9 i5.4 

6.5 i6.2. 

"' 
\·i.'~~.:o~··;;,.:: ~-· ... , __ "-, "-.,-

' ~i3'"2o' ;': \ 'º": ·{rno mi 
';,~~,:~>:-~~; ~.;,,,,-,~~'.':-~:: ".!:"'"' ~~ :~----'':- ·:.-'~ 

:,_,:·' 
:·.'· 

iio mi 

ioo mi 



CONTROL DE CALIDAD 

CUADRO ll: CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE AZOSPIRILLID!EN G~ 

LOSA NUTRITIVÁ 

66 

CEPA SOPORIE OBSERVACION 
MIC!VSCOPICA 

TINC:n::N DE 
GRAM 

Sp-7 
colecc. 

vr-1 

'T + p 

.. 
T+P 

(V/IT) 

T+P 
(P/I?) 

T+P 
(V/V) 

blancas que pasan 
a xosa,pl.anas,~ 
cas,secas,bomes-
regu.lares. 

Igual. al anterior 

Igual. al. anterior 

igual. a l.a cepa 
anterior 

igual al. anterior 

igual. al. anterior 

bacilos pequefus li­
geramente curvos rro­
vimiento típico m§s 
lento, presentan grá 
nulos y algunos se -
ven o::m:> famas re -
dondas. 

baciJ_o" un po= m§s 
rectos,rrovimí.ento 
m§s lento, =n grtinu 
los algunos se ven :: = fo:ana redonaa • 
bacilos~ activos 
pequeños, rn;is rectos 
que en turro, =n grá 
nulos, algun::>s con = 
fo:i:ma redonda. 

igual a las caracte 
r~sticas de la otra 
cepa 

igual al anterior 

igual al anterior 

Las caracter~sticas se revisa=n entre los 4 y B aras de incul:aci6n a 30°C 

• T + P (P/l?)= mezcla de turba y paja relaci6n peso a peso 
• • T + P CV/Vl= mezcla de turl::a y paja relaci6n vol.unen a vol.unen. 



CUADRO 12.- NUMERO DE CELULAS DE AZOSPIRILLUM POR GRAMO DE 

SOPORTE CEPA Sp-7 COLECCION. 

TIEMPO 
(d:l'.as) 

o 

i 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

is 

30 

60 

90 

:;·-....¡ 

L.2 X \0
8 

LB. x .l.o 9 

·i:i··~·rf6a···· 

x'io 8 -
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CUADRO 13.- NUMERO DE CELULAS DE AZOSPIRILLUM POR GRAMO DE 

SOPORTE CEPA VT-1 

TIEMPO 
(D:1as) 

o 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

15 

30 

60 

90 

TURBA 

5.7 X 108 

TURBA + PAJA 
(PESO/PESO) 

s.ox108 

TURBA + PAJA 
(VOL/VOL) 
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CUADRO i4.-NUMERO DE MICROORGANISMOS QUE .SE ADHIEREN POR SEMI 

LLA DE TRIGO 

CEPA 

Sp-7 
coiecc. 

VT-i 
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V.- DISCUSION DE RESULTADOS 

5.l..- CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS 

En' ~i ·~~~'d.X-c:) •6 :~~; rei>óX"t.,,n., '1.as 'c~r~~~~·~¡sticas' óbse~ 
vadas en l.aS·· f.?~p·~~~.:'e~p~:~a.~~·~:~· ~Sto.S_ re·~:~i~~d~~ _-:·~·;;nc~e;·~d~n. Con 

ias caraéte'~S::sti6a:s·:;:,e;:pc,r'.t;.;.C:Ia.·.; en "1K~i:.i't.;;~,,;·tt;~~· cii~·:i:3;23, 26~ 41 > 
--;- _--·e-,,.. . -- ;;,-.-.~, 

lo que permit'i6éc'co~prol:>ár~1él: 'pureza décro'3~ 'cuÚ:Oivci';,-,.y'corrobo-' 

rar l.a presencia de Ázospiriüuri\~ , >:i ., .•. :;"f·"L. , · 
~\~ •.•,_•~::~:-~";::·., .. r',j .;;,.,., .,'.-

-, .. ·· ··~.>.:~\, :_~-.-~::~~~~~:{!-~;:j~~J~-:;~~-;~:-:: ·"-·~· 

CARBONO 
J:.~~';rf~~~IIB~ff;~,: ~P:UE~~ES DE 

.. ··:; ,\" - - .. :- . ""; ~ '·,·· :·"· ' . ''\.:.-:~ -'~-~ ' 

- ·'" •. e' '···.· :.;·, -~:.':_:. -~': - /: ,-_ ; 

5.2.- DESARROLLO DE 

-- . - .-.-'<::.~ ':·:,~ "" .:+~;:· _;':-- - ·- :•'. ~ 

varios aut;;~~.;:;;;.;pc:>,::t~¡:;:é¡;u'.,; J\;li:;;;;p:,l~'.iii'íifu"'fili crece 

mejor en :icid;;s ori~~~~8'~;),;~~~~.'~~l$~~~~~,~~,i~'.~~;~;~'':;;itI.~~¿~p. parte 
de estudios. l:-,.ái:i.ii:'ád'os};'.c(;n ,Azospiril.l..~{~,esiir~c:>\tari l.osccul.ti-

:::n c:: s m:1ij~~~±~~t1fü~i~:~~f :~~f ;~t~fü~t:~~f ~~~~ªf f .. :i;:a:u::~ 
:::~::~!~~11~r~~~~t~t~~::'.,:f ~~~1~::::~. 
medios de' c1.li t,.i~i{;.1:'6c~1 ;;·: ·~~' .~g pro~~g~ciié!ri! debido a~ 1;¡;,;·.;, este 

•• ,do •• •• ;~:~;;~7~~;. ,, ::,;xs;::;;·' .. fe;'<' 
La cepa.~;_::; 0Cles.i~]06l.l.6 ,;.ejor ;·:~ ác~~b m...Uico, sin 

embargo la ~¡f~:~~C:¿ en' el. c:lesa,;:()J.io n~ es muy grande (ver 

cuadro no. 9). 
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La cepa Ssc, reportada como~- lipoferum (23), pre­

sent6 mejor desarro11o en ei medio con sacarosa, este dato no 

concuerda con lo reportado en la literatura para ~· lipoferum 

pues se dice que es incapaz de metabolizar este azücar, en 

tanto que la nueva especie reportada como ~- amazonense si lo 

metaboliza (ver tabla 2.1). 

Las cepas de ~- brasilense: Sp-7, Pox,;· .c4 .Y.'·VT-:1·· mo.!!_ 

traron escaso desarroll.o en manito.l, g1ucosa y sacarosa·~. dato 

que concuerda con la literatura. 

Las variaciones registradas en la: titii:!zac.i.6n::c:le fue!!. 

tes de carbono se atribuyen a las reservas ,:~~_;;·cé".'}'l;.ervan las 

c~lulas de 4cido succj'.nico <5 por la excreéi6n de:·:~:Ste/ segün lo 

reporta Papen (35). 

Las cepas de ~- VT,;._2 presentan buen 

desarrollo en los 4cidos empleados y poco crecimiento en mani­

to 1 y glucosa, y no se desarrollan en sacarosa, en tanto que la 

cepa Ssc mostr<S un comportamiento at!.pico creciendo abundante-

mente en sacarosa. 

En las observaciones microsc<Spicas realizadas se com­

prob6 el plemorfismo de Azospiri11wn y se nota que en 4cido su~ 

cj'.nico ninguna cepa present6 cambios morfol<Sgicos, excepto la 

cepa Ssc que nuevamente en sacarosa present6 su forma t!.pica -

(Cuadro 8). 
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Estos cambios morfoi6gicos pueden deberse a un meca­

nismo de resistencia ya que no se encuentran en su fuente de 

carbono más adecuada. 

Una caracter~stica muy importante que presentaron -

ias cepas ai desarroiiarse en medio i~quido con KN0 3 como fue~ 

te de nitr6geno fué ia fiocuiaci6n. Este fen6meno se present6 

más rápidamente en ias cepas de ~· iipoferum, pero después de 

cierto tiempo ias cepas de ~· brasiiense tambi~n io presentan. 

se ha reportado q~e este fen6meno juega un papei importante en 

ios mecanismos de resistencia y sobrevivencia de estas bacte­

rias bajo condiciones de stress, taies como ia desecaci6n o 1!_ 

mitaci6n nutricionai que es ia que se present6 en estos casos 

(39). 

5. 3. - PREPARACION DE r.os INOCULANTES. -

Segdn ios resuitados dei cuadro 9, ias cepas aican­

zan su máximo desarroiio en 24-36 horas, obteni~ndose un desa­

rroiio en todos ios casos dei orden de io 9 céiuias. Esto sig­

nifica que para ia preparaci6n de inocuiantes ei tiempo de Pl:2. 

pagaci6n dei in6cuio depende de cada cepa porque cada una pre­

senta un ritmo diferente de metaboiismo, io cuai es importante 

porque ei in6cuio debe agregarse ai soporte un poco antes de 

que ia cepa aicance su máximo desarroiio; ya que debe asegurar­

se que haya cierta cantidad de microorganismos y que esten ac­

tivos. 



E1 tiempo de incubaci6n y temperatura e1egidos para 

1a preparaci6n de inocu1antes corresponden para 1a cepa Sp-7, 

30 hrs a 30°C y para 1a cepa VT-1 24 hrs a 33°C. 
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Los resu1tados de1 cuadro 10 muestran 1as caracter~s­

ticas de 1os soportes. Se uti1izaron dos mezcas de turba +·'paja 

pe>rque se pretendj'.a uti1izar 1a paja mo1ida como soporte·ya que 

esta d1tima resu1ta mas econ6mica, de faci1 adquisici6n y a1to 

contenido en materia organica, pero su pH de 8.7 1imita e1 de~ 

sarro11o de Azospiri11wn,as~ aue se trat6 de reso1ver .este pr_g 

b1ema neutra1izando con turba (pH 5.7) y se oktuvieron 1as dos 

mezclas. 

Una vez preparados 1os inocu1antes se conservaron en 

bo1sas de p1~sticos nuevas pero no est~ri1es y se presentaron 

a1gunos casos de contaminaci6n. Por 1o que se recomienda que 

1as bo1sas sean esteri1izadas por medio de radiaciones ya que 

e1 uso de bo1sas nuevas no asegura que est~n 1ibres de contam~ 

nantes. (10) 

5.4.- CONTROL DE CALIDAD 

Los cuadros 12 y 13 muestran e1 ndmero.de Azospiri11um 

por gramo de soporte a1macenado durante e1 tiempo 0-90 d~as. Las 

dos cepas presentan un comportamiento sirni1ar en 1os tres dife­

rentes soportes. Ambas cepas en turba y en turba + paja (V/V) -
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mantienen una cantidad de poblaci6n semejante durante los 90 

d!as. Pero en el caso de turba + paja (P/Pl se observa una po­

blaci6n ligeramente menor, los resultados en este caso no eran 

los esperados ya que este soporte tiene mayor cantidad de mat~ 

ria orgánica y pH cercano a la neutralidad, por lo que se esp~ 

raba una mejor sobrevivencia de los microorganismos en ér. Es­

ta diferencia puede atribuirse a que el sopo_rte perdi6- miis rá­

pidamente humedad. 

Se observa que la cepa Sp_-7 

cos en la cantidad de poblaci6n durante 

La cepa VT-1 presenta un cambio miis notabl.·e dEo°;;~ués 
de 30 d!as, probablemente sea una cepa mas senaible.a ia de;;.ecaci6n 

que la cepa Sp-7. 

Los cambios morf61Ógicos que presenta Azospirillum en 

lo~ diferentes soportes se reportan en el cuadro 11 donde se 

observa que estos cambios no son muy significativos. 

En el cuadro 14 se reporta el nCmero de microorganis­

mos que se adhieren por semilla de trigo, observandose diferen­

cias insignificativas, lo que indica que los tres soportes in­

ducen a· una adhesi6n similar de microorganismos a la semilla. 
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VI.- RESUMEN 

La uti.l.izaci.6n de __ l.as bacteri.as del. g~nero Azospiri.l.l.urn 

ofrece una al.terna ti.va para mejorar l.a prC>ducc:L6n:·de ;gr~tnineas. 
Existe abundante l.i.teratura sobre l.as caracter~,;,t:;ida.-,;,_inorf;,l.6-

gi.cas, fi.siol.6gi.cas y ecol.6gicas de 

como de su efecto en el. rendi.miento agr~col.a-,--:pe:i:-6-'/eJ:l':-estos es­

tudios l.a apl.icaci.6n del. mi.croorganismo se efectó.Ci-c'di!,;ec~8'nente 

con cul.tivos Uquidos, los que se manejan fá¡;il.In~~Y~:,'t~;"ú~H~i -

experi.mental. pero que presentan grandes prob1ei:...:..s~'d.eó';1ane.jo a 
- . ·--,~~. ":7'.~;o.-- ---··"- -

nivel agr~col.a, por lo que es de gran i.mportanci~/~-~~ci'ce.'ffl~s 

variaciones de este microorganismo en el. procesó ·¿e,;¡;~C>-ducci6n 

de inocul.antes empleando diferentes soportes • 
.-;_::;,''.:·;,,_::;:.-:< 

··: 

·-···,·?y>;'::?:·.:· 
Con tal.es fines se estudi6 el. comportami.ento_ de -__ va.,­

ri.as cepas de Azospiril.l.um aisl.adas en el. l.aboratorio de_Mi­

crobiol.og!a Experimental. en trabajos previos. Para el.l.o se va­

riaron l.as fuentes de carbono, temperatura de incubaci6n y so-

portes. 

Determi.nandose que cinco de las cepas estudiadas de­

sarrollan bien en ácido succ!nico y una en sacarosa: que l.a t"!!!_ 

peratura 6ptirna f1uctu6 entre 30 y 33 ºC, que l.a pob1aci6n rnáx~ 

rna se al.canz6 entre las 24 y 36 horas y que l.os tres soportes 

empleados fueron adecuados para que el. microorganismos sobrev~ 

viera durante un per!odo de almacenamiento de tres meses. 



l..-

2.-

3.-

4.-

s.-
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VII.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Se comprob6 el.· co~po}:_~~~¡erit6 cie'. l.8.~ c~pas deAiospiril.lun 
-::..;- ,-:~ 

d:i:.ier g:¡,5 ·' fu-'il1t.;, ~ )d:E!; car bono 

Se recomienda efectuar• fu¡ti¡, • estuc:i~~\. s.~br¡;,~·l.~ cepa Ssc 

reportada como A. l.ipoferum \, qi,.;, liios,~r6':'~\lri·~comporta­

m:i.ento simil.ar ai de !!· arna'zon·eAs·e" ;;;:h "' L:.::>' 
. -~"':t,-,-¿.~i:~.~~-;:fi~-~~-¡.-.. >:;~ .~°:'·'.-.; 

. - - =--.-,':.'.;;.~ -. 

- . :;:~~,#fait~i~:;~fr~~\~~:~fr-~t~~;~,::-'-~ 
Las cepas que corresponden. a .u!lCl ·misma··e·specie· ·tienen 

- ,·-:.~_:\~~;¡- -,~,--;t.··;..: - .. -
diferentes tempera turas CSptirita:s de•···de;;,'arroil.o, por . l.o 

J : ? . ·:¡•; -- • . 

qua se recomienda establ.ecer l.os . .Pii.f..it~.;,trci's .CSptimos 
-;_;.,- ·e-:;, 

Los tre.s soportes empleados fueron adecuados ya.:•que 

ia pobl.aciCSn de Azospiril.lum tuvo un comportamiento 
'· ... ' 

smil.ar durante e.l. per:(odo de al.maceriam.iento, y se 

adhieren bien a la semill.a. 
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1.-

Acido succj'.nico 

K2 HPo4 
MgS04 .7H2o 

NaCl 

CaC1 2 

Na 2Moo4 .H2o 

Mnso4 .H20 

IX.-

Azul de Bromotimo1 

APENDJ:CE 

(sol. alcoh6lica al 0.5%) 

FeEDTA 
(sol. acuosa a1 1.64%) 

Biotina 
(Sol. al 0.01%) 

5,-0 g 

=º-~~ g --;-'-' - -

· .. 0)2_g 

,,o·~~1·g 

o~'oig 
.. , __ x· 

.2~_0; ml 

' - .... ,-··.·. NaOH 6 KOH . . .~- . ' .. ·· :·. ,.,_:· .. > 
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Ajustar el pH a 6_.a _,- _7_._0_::,cqr1~~I1Él,: S<:)lud.6n (le>NaOH 6 KOH 

al 10%, agregar 1.75:..2;·0 'g de.agar.·completar··a ·un litro 

y colocar en tubos d~'ciuit:iJ:C)'~>):~ ~~~~ace~ pa~a posterio!:_ 

mente vaciar en. placa.s ; 11,;~~,;¡:l.izar: a 120 .ºC durante 15 

minutos. 
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2.- MEDIO Nfb LIQUIDO CON FUENTE DE NITROGENO 

Igual. al. .anterior pero sin azul. de. bromotimol. y sin agar. 

La fuen~~ de,n1:;~~g~~f~·es ~o3_ ... • i.o g/Htro. 

Para el. c:.ii:.·dEü ~:~ .. ;~~i~:;~: ~- brasiiense se sustituye 

J.a biC>t:i.~':);ie>:;·}J"~?~;fJ,n~·~.;';a; ·~~tfábto de J.evadura. 
,."".··•e-e-· ~:,~·;,:·o:-;~~{:::·~-~.-:~-~-~:~~:::~:::::_ ':o-· .. --. ·- . 

' ,';,-. ', ' ·- . - -- . ' - .. ~-

3. - SOLUcIOiiiEs AL l0%' riif Gi~cb~11.. SACAROSA o MANITOL 

4.-

s.-

6.-

GJ.ucosa (sacarosa. 6. . .;.ani.toJ.) J.O g· 

· J.00 mi"· 

Fil.trar en :E.quipo Mil.J.ipore y conservarl.as en ·.refrigeraci6n 

en frascos de vidrio con tap6n de. rosca, previamente este­

reJ.izados. Para comprobar J.·a ;,;ster:Í.l.id'.;.:d'.·a:e J.as sol.uciones 

se toma una muestra y se sÚmb~+·~i.. ~~]:~;.¡. nutritiva. 
-- .- ~ -i'.-~:\;· ~~ ~-:'-:~~ .. -.~- - , 
. - -. <~:<::' 

SOLUCION NORMAL DE K2c;r~o7 ,:> • • .. ; 
'•\• .-.-~_;c.• ::·;,;' :;:.~~ /:·,.._-<:>' 

Diso1'1e~r,.t~i~?~:c',~~ti'.ii~Cti~i.l~~~.; en i~.~a • destil.ada y dil.uir 

a un 1 í trC»·:- · :.:'.'<,-;.: ~~-,'.f~~-~:J;~>;:·:-:~(;-·': -
~-:~--:Y·1_~ ~~ '<S.:.~ --J:i; ::;\~}~·:?·-"- · 

::~::~.~j~~~·~::·:_' ;:fri:¡¡fen<h~<~• en. 20 mi de 
agua y J. 00 ;~i ;cl~;;;;¡¿;j_'dc; !;~J.fGrico ·•• conc~.:itréldb; 

·-:>;,::<.>··.>·· 

SOLUC~ON. ~is·~······~~··.SULFATO FERROSO 

DÍ.sol.ver J.39. OJ. g de Feso4 • 7H2 o en 800 ml. que contienen -
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20 ml. de ~cido sulfdrico concentrado y diluí.r a un litro. 

7 • - AGAR NUTRl'.TXVO 

Extracto de Carne 

Peptona 

Agar 

pH final 

·3.0 g/litro 

9.0 

Esterilizar •.en aU:to~;lave a 121. '•c durante 15 ;.¡in~t.,;s 
-~--'"°-.-·--- ... ~ ·_. ,º."<'" .. -;~.'.~ __ :~·:-. 

···'~\- ~- . 
-·· ·-'°"'';:;.,;_ "¡•;:·,, . ·- :;:co-.-'; 

8. - GOMA ARAB.J:GJi.'. '·:(> ·-:.:.? 

·'0·,-,··, 

100 g de goma adbiga' en 230'~1. ~.;; agJ~·. destilada 
·. _,,'.· .- -

l) Poner 100 mlde agua destilada 'en un'v~~o•d~p;recipitado 
2) Adicionar lentamente la goma eón ~gi~~¿,¡15·~:·-'i/ 
3) Adicionar el agua restante 

4) Ajustar a pH 7.0 

5) Agitaci6n durante 30 minutos 

6) Esterilizar a 121 •c durante 15 minutos 

7) Conservar en frascos ambar 



9.- CURVA DE Me FARLAND 

Tubo 

l. 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

So1. acuosa 

a.1 1%. 

9.3 

9.2 

9.1 

9.0 
-· 

Sol .acuosa 

BaC~2a1 l.% 

o •.. 9 

l.. o 

Aprox.i.Inadamente 
6 .• ' 

10 cel./ml. 

-300 

·600-

900 __ -
·:._' . 

-'i200 
·. :J._~l'Jo 

1800 

2100 

2400 

2700 

-3000 
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