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I. INTRODUCCION

Azogpiriljum es wuna bacteria fijadora de nitrégeno
atmosférico y productora de tfitohormonas. Tiene amplia
distribucién y se ha reportado en ia rizosfera y/o asociada con
un gran nuimero de vegetales entrs los que son de particular
importancia las gramineas.

Desde el punto de vista agrondémico ha 1llamado la
atencién por el efecto que puede tener sobre la produccién
agricola. A la fecha existen controversias scbre la utilidad de
la misma, sin haberse definido, si la inoculacién con este
microorganismo aumenta la produccién agricola a través de la
fijacién de nitrégeno, a la produccién de fitochormonas o por un
posible efecto combinado de ambos. Tampoco existe 1nformacién que
permita concluir cuales son los factores que limitan el efecto
benéfico de esta bacteria, lo que indica la necesidad de seguir
estudiando a este microorganismo.

Por otra parte, se tiene que, para introducir a
Azospirillum a nivel agrfcola es necesario producir el
inoculante. Este proceso a la fecha esta basado en la tecnologia
aplicada para Rhizebium.

Sin embargo al igual que otros microorganismos el
desarrollo y viabilidad de Agzoapirillum esta condicionado por las
propiedades fisicoquimicas del suelo, del soporte mobre del que
se encuentra o del medio de cultivo en el que se desarrolla, as{
como de las condiciones ambientales imperantes en los mismos, por
lo que es necesario considerar lo anterior para slaborar

inoculantes a base de este microorganismo.



La utilidad de los inoculantes (Azospjiriltlum o
Bhizobium) y su vida de anaquel dependen bdsicamente de la
calidad de la cepa y viabilidad del microorganismo en un soporte
dado. Estos a su vez estdn condicionados por el medio de cultivo
y condiciones de operacién empleadas en la fermentacién vy
conservacion del producto. Con base en lo anterior en este
trabajo se resalizaron una serie de ensayos preliminares a fin de
producir un inoculante de bajo costo empleando a Agospirillum
como microorganismo de importancia agronémica. Estos incluyen el
estudio del desarrollo de Azospirillum en diferentes
concentraciones Yy fuentes de carbono y nitrégenc, as{, como la
produccioén del inoculante en los medios seleccionados a nivel de

matraz y el control de calidad de los inoculantes preparados,



“Hipétesis

- 'El}deur‘rovl o;de-Amﬂr_m_qm varta en f_unciﬁn de
las cénqeni’.ra{;iﬂoneu de '1as 'fuentes de carbono. i :

- El:desarrollo de Azompirillum varfa: en tundién de ‘la

fuente de nitrogeno.

- El desarrollo de Azompirillum es afectado —-por -las.-i-:-

diferentes fuentes de nitrégeno.
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* IT. ANTECEDENTES

Uno - de los microorganismos que benefician el
desarrollo de los cultivos agricolas {gramineas) es Azospjirfllum,
Este ha sido estudiado con diversos enfoques y acontinuacién se
resume la informacién mds reciente.

2.1. Taxonomia

Beijerinck en 1925 basado en la forma espiral de la
bacteria y en estudios sobre la utilizacion de diferentes 4cidos
orgénicos le asigno el género Spirillum. En 1978 Tarrand vy
Dobereiner con base en la comparacién de eus caracteristicas
fenotipicas y genotipicas respecto a otros géneros bacterianos
(Pseudomonas. Acuaspirillum. Azomonas, Derxja. etc) determinaron
un nuevo género, Azospirijlum (33,33). Posteriormente mediante
estudios de homologia de DNA, en los que se emplean técnicas de
desnaturalizacion térmica, usando DNA de Egcherichia coli B de
referencia se diferenciaron tres especies de este género (33,53),
Falk (1985) y Magalhaes (1983), citados en (14):

a) Grupo I: representado por Azespirillum brasjlense
(cepa Sp7)

b) Grupe II: representado por Azospirilium lipoferum
{cepa Sp59b)

c) representadoe por Azospirillum ampazonense (cepa
Am14)

A. brasilense contiene dos subgrupos, que no se pueden
diferenciar por estudios de homologfa de DNA (13) y que sin
embargo se han diferenciado con base en la capacidad para

deanitrificar nitritos (13,33), as{ tenemos:



a) ‘A, brasilense nir+ : desnitrit’lca“.
.'b)-A. brasilenge nir- : no,degnitrifica

Estos grupos tienen las enzimas: '

- nitrito reductasa asimilitatoria

~ nitrato reductasa asimilatoria

- nitrato reductasa desasimilitoria
“Pero 1o que las diferencfa es la presencia u auaencia‘v;

i de Ia mtrito reductasa desasimilatoria. Ambos subgrupos usan::la

s snz!ma nitrato reductasa desasimilatoria para reducir nitrato. y:
prqduc!r ATP para el proceso de fijacidn de nitrégeno (&.1;5‘:)

2;2. Caracteristicas Morfolégicas y Culturales

Se trata de una bacteria Gram (~), ligeramente cur}\»)‘ab,
corta, mévil, gruesa, presenta grénulos -:v i
polibetahidroxibutirato (PHB), de una micra de didmetro por"‘zu.ll-
3.8 de largo (31,32). [

Estas bacterias presentan un flagelo polar cuandoe se
cultiva en caldo modificado, sales, succinato, peptona, (MPSS),
que contiene MgSO4.7H20, (NH4)2S04, MnS04.6H20, FeCl3.6H20 vy
peptona; cuando se cultiva en agar MPSS a 30 C presentan ademéds
flagelos laterales (31,32). El % de guanina + citocina (G+C) es
de 67-71%. Bajo condiciones alcalinas o tensiones limitadas de
oxigeno Yy en cultivo viejos, presenta formas largas, ovoides,
encapsuladas ¢ pleomérficas. En cultivos pobres de nitrégeno con
extracto de levadura adquiere la forma de espirilos de tipo
largo. En ciertas condiciones, en medio Ilfquido se forman

estructuras de microquistes (Becking, 1982), citado por (26).



En medios con nitrégeno o en agar nutritivo se
- to}ﬁnan colonias elevadas, con bordes lobulados, brillantes, las
édlonina viejas presentan pigmento rosa en la mayoria de los
medios (1,5,26,53).

En agar modificado sales biotina (BM3S) que contiene
Acido mdlico, papa, azucar de cafla, biotina, piridoxina, solucién
alcohdlica de azul de bromotimol y agar, da lugar a la formacién
de- colonias rosas, opacas., irregulares, rugosas, redondas,
tipicamente elevadas, presentan mayor pigmento cuando se incuban
en condiciones de luminosidad. En agar sélido libre de nitrégeno,
se forma pequefias colonias, duras, opacas, secas, de bordes
completos (1.5,26,53).

Las células que se cultivan en medios con azucar
forman bastones curvos con gotas lipoides (31).

Lo cultivos viejos en agar dan origen a cdiulas en
forma de S y después de 3-4 semanas, se transforman en .quistes
de forma casi esférica los que son més resistentes a la
desecacién que las células vegetativas debide a su forma redonda
e inmovilidad (5,53)., A. lipoferum requiere biotina para su
desarrollo (39).

Actualmente existen cinco especies: A, amazonenss., A.
brasilense. A. halopraeferens, A, lipoferum y A. jrakense. segun
oddey, Dobereiner, (1984), y Okon (1983), citados en (58) y por
Khamas et al (30).

Las diferencias entre A. amazonense., A, brasilense vy
A. lipoferum se muestran en la tabla 1.



A.amazonense: A.brasilense ‘A.lipoferum

Crecimiento en medio Muy pobre Bueno Bueno

con pH mayor de 6.8

Tipo de colonia Blnncu.planh Rosas Rosas
en agar papa borde elevado Elevadas Elevadas
Tolerancia a 02 para Muy baja Baja Baja

la actividad nitrogenasa

Desasimilacidn de:

NO3 --> NO2 -t + +
NO2 --> N20 - -+ -+
Ancho de las células 0.68+/- 0.8 1.00a1.5 0,09 +/~.0.03
Flagelo polar + y o i e + Y
Flagelo lateral en agar - i R e

nutritivo

Células polimdrficas -
en medio alcalino

Requerimiento de biotina -

Uso de sacarosa +

Composicidn de bases de 67-68

DNA (% G + C)

Tiempo de generacidn en 10 h.

medio sin nitrdgeno a PO2

Sptimo. = R = *
TABLA 1 )

DIFERENCIAS ENTRE LAS ESPECIES DE AZQSPIRILLUM.
Segln Okon, (1982), citado por (21)



ﬁn tanto que la curactervlzacién de A, halopraeferens
(50A) y A. irakense (30) aun se encuentra en estudio, estos han
sido . descritos como fijadores de nitrdgeno y pertenecientes al
género Agospirilium. Ambas fueron reportadas en suelos con alto
contenido de sales.

La primera fue aislada del pasto Leptogchoa fusca (L)
desarrollado en la region del Punjab de Pakistan. A, irakepge fue
aislada de la rizosfera de arroz y se encontré también asociada
con las raices de este mismo cultivo desarrollado en la regién de.
Diwaniayah (qadisya), Irak (30).

2.3. Distribucién ecolégica

Azospirillum se encuentra ampliamente distribuido en
la naturaleza, en forma libre en el suelo y asociado a rajces de
una gran variedad de plantas, cereales y pastos mediante la
simbioais asmociativa, principalmente en zonas templadas y
tropicales (6,44,52).

Segan Dobereiner el 60% me localiza en suelos de
regiones tropicales y el 10% en regiones templadas como lo es sl
extremo sur de Brasil, EEUU, Pakistdn y Kenia, citado en (20)
y por (15,39,43,52,59).

En los suelos europeos hay menor incidencia del
microorganismo. De 50 muestras sdlo el 4% lo contienen y 1%
corresponde A, brasilenge y 3% a A, lipoferum (39,51).

En tanto que en muestras originarias de zonas
templadas Vlassak Y Reynders (39) reportan que el 50%
presenta a Agospirillum.y que la distribucisén varta dependiendo

del gradiente de temperatura. Los paises de zonas templadas donde



registré . la bacteria fﬁérqﬁx Grecia, Belgica, Canadd., Francia,
Suiza,.

:E[U;‘Nu;vq‘zglpnde'y en zonas tropicales me encontré en:
Egipto.

‘India. Sri Lanka e Indonesia (59).
S fTA@bﬁ?n ha sido reportada la presencia de Azogpirillum
en ciimqavréios‘y en suelos &cidos, como en Finlandia (24).
‘ La gran distribucién de esta bacteria se argumenta por
' los aislamientos efectuados en muchas zonas del mundo, incluyendo
zonas subtropicales como Argentina (3) y México citados en
(19,20,36}. Lo cual sugiere que Azogpirillum es wuna bacteria
co;mopolita.
2.4. Importancia Agricola
Azespirillum es una bacteria que tiene caracteristicas
que son de importancia agricola ya que ésta en forma libre o
asociada a diferentes vegetales, es capaz de fijar nitrégenc y de
producir fitohormonas (27,39,44.57).

Algunos investigadores consideran que el efecto
benéfico de este microorganismo sobre la produccién agricola es
causada por la produccién de fitohormonas més que por la
fijacion bicldgica de nitrégeno (43,54). Ruportdndoad la:
produccion de cantidades importantes de citocinina, 4cido -
indolacético y giberelinas, citado en (28) y (14,54).

Se cree que el mayor efecto de las sustancias
reguladoras del crecimiento es el estimular el desarrollo de la
rafz, lo cual permite una mayor captacién de nutrimentos
presentes en el suelo y de es3ta manera se da una o todas las
respuestas de la planta a la inoculacidén (27,57},

' Azospirilium en la naturaleza participa en la mayorfa

de los procesos involucrados en el ciclo del nitrégeno (38},



esto porque: todas las cepas 8on capaces de reducir el
dinitrégeno a amonidco, reducir el nitrato en forma asimilatoria
y algunas cepas lo reducen en forma desasimilatoria cuando
la concentracién de oxigeno es limitada (16,17,38).

Lo anterior significa que Azeosmpirillum puede fijar
nitrégeno y desnitrificarlo lo que es muy importante en los
procesos de transiormacién del nitrégeno en el suelo citado en
(28) y (6,49).

2.5, Importancia econdmica y ecolégica de los biofertilizantes.

Desde el punto de vista ecoldégico Azespirilium es
importante porque su biomasa representa en la rizosfera el 1-10%
(42) y por su capacidad de fijar nitrégeno y de desnitrificar
(7.45), procesos condicionados por la tensidén parcial de oxigeno,
' Se considera que cerca del 50% de las cepas de
Azompjirillum son desnitrificantes(39), y en México en cilertas
zonas del Bajio se ha informado de la existencia de cepas
desnitrificantes, Pefla (1986) citado por (21).

La agricultura es de interés en 1la alimentacidén
humana, de aquf la importancia del nitrégeno en la produccién
agricola. E! papel que juegan los fertilizantes minerales como
fuente de nitrégeno ha creado ciertas incoveniencias tales como
su costo elevado, el mal empleo que mse hace de ellos, lo que
produce excesos de nitratos y nitritos que son contaminantes del
agua de lixiviacisen, (2.43).

Se sabe también que la produccién mundial de
fertilizantes no cubre la demanda, por lo que se hace necesario

aplicar técnicas auxiliares que coadyuven a la solucién de énte

10



g prohlema Una ”a el: uso de procesaos micrabjanoe« .como 10’

es ol de la f:\jacié:' Molagica del mtrogeno (551

Se ha cornpr ado qu ste procaao aportu por 51 mxsmo

la meyor cuntidcd da nitrégeno que “las. plantan raqu:.eren para su .

degarrollo, lo quc tavcrece lc'ler ﬂidad del suolo puesto. ..que
parte del. nitrégenc fuado permanece en él disponible para;.

cultivos posteriores (53).

En México se repolft;n' Vp'erjdi as’en:la:industri

fertilizantes, Del Muro (19‘87)'&1’&&'

necesidad de importar el 10% de’lye demanda nac nat

limitando sl desarrollo del agro en los dltimos ‘ato;

Considerande la informacidén anterior 86 °ha " propueat

como una de las alternativas para resolver los ‘probx‘emas

generados por la produccidn y consumo de fertilizantes . quimicoa
el uso de Biofertilizantes., en los que se emplean cultivo
microoraganismos que habitan la rizosfera del suelo, tal’’
caso de Azospjirillum que establece simbiosis aaociatr{ _‘
egpeciss de gramineas (50). :

En la tabla 2 se presentan algunos resultados : del" 2

efecto de la inoculacion de Azospirillum en diversos. C}U,ti\)da.
Observindose que la respuesta de los vegetales s la inoculacion
con Azogpirillum, es muy variable.

Estos tipos de variaciones han side reportadas por
otres autores Albrecht y colaboradores (1981) y O'Hara vy
colaboradores (1981} reportan respussta a la inoculacidén, Okon
(1982 y 1983), Avivi y Feldman, Schanck y - colaboradores V »(198&)
indican incremento en el peso seco total de follaje y raiz, -asf

como de nitrégeno total en trigo, maiz y otros vegetales, lo cual

11.



Aumento -
Respecto
al control

Reforencia

Setaria
w-italica

‘sbrghun bicolor
Triticum
aestivum

Panicum
miliaceum

Zea mays

Zea mays

Pisum .
sativum

A, bragilenss

A. brasilense

A. brasilense

A. bragilense

A, lipoferum

A. lipoferum
Materia Orgd-
nica, Ferti--
zante nitro--
genado,

as £}

28% de producc.
en grano.

34% de producc.
en grano

37% en cont.de
Nitroégeno.

122% en peso se
co. (g/planta).

30% peso seco
raiz{g/planta).

142% peso geco
raiz(g/planta).

61% peso seco
rafz(g/planta).

32% en cont.de
nitrégeno.

42% en cont.de
nitrégeno.

4% peso seco
raiz(g/planta).

Dobereiner y De-
Pol1i,1980(17)

Dobereiner y De-
Po111,1980(17)

Nur, Okon y He--
nis, 1980 (41)

Nur, Okon y He——
nis.1980 (41)

Kapulnik, Okon,
Nur,1981 (29)

Kapulnik, Okon,
Nur,1981 (29)

Kapulnik, Okon,
Nur,1981 (29)

Bodey, Doberei-
ner, 1984 (7R)

Bodey,Doberei-
ner, 1984 (7A)

Sarig. Kapulnik-

Okon, 1986 (50B) =

Tabla 2., Efecto de inoculacién de Azospirillium
en diversos cultivos.
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“no‘siempre oct;lr}e. Finalmente Smithy célaboradpres_ﬂ(ls?ﬁ) Yy
Barber y-colaboradores -(1979) indican' que ‘no obtuvieron respuesta
a la ‘inoculacién, citado en (5B). La falta ‘de respuestu' se
atribuye a la competencia de las bacterias nativas que impiden el
establecimiento de las bacterias inoculadas y/o a las condiciones
ambientales del suelo en el campo las que en ocasiones limitan
el desarrollo de las bacterias (58).

Sin embargo Kapulnik y Okon (29) consideran que la
inoculacidén con Agzospjrillum en mafz y sorgo pueden reemplazar
parcialmente la fertilizacién nitrogenada. El incremento en la
produccion lo atribuyen a que Azospirillum suministra compuestos
hormonales ademés de nitrdégeno, ya que los inoculantes con esta
bacteria inducen cambjos en las relaciones entre el tallo y la
raiz, Glatzle y Martin (1981), y Murayama y Germida (1988),
citados en (58), trabajando con maiz establecieron que la
produccién  de 4cido 1indolacético por Pgeudomonas Spp Y
Klebgiolla. incrementan el crecimiento radical aumentando de este
modo la superficie de contacto rafz-suelo y la absorcién de
nutrimentos.

Casas Campillo (1989), citado en (58) afirma que estas
bacterias asf como Azospirjllum producen sideréforos, que son
gustancias que quelatan el hierro favoreciendo el crecimiento de
lae plantas,

Azospirillum tiene la capacidad para transformar el
triptofano en 4&cido indolacético, Reynders y Vlassak (1979}
citado por (58) y de producir giberelinas y citocininas (54) que
gon fitohormonas que promueven el crecimiento de las plantas

(58) .

13



: : La planta juega un papel importante, ya.que ademés de
tas ,particularidades del microorganismo, le proporcioni un
ambiente adecuado al microorganismo diazotréfico(44) y suhiniétra‘
energia en el lugar donde se estd efectuado la fijacién ' de
nitrégeno por la bacteria; en el primer caso la planta debe

proporcionar un ambiente con baja tensién de oxigens, un pH :besy

neutro y una temperatura relativamente alta. : _
Vlassak y Reynders (1981), citado en (58), indiédn:qus'

para obtener una asociacién Azospirillum-rafz provechosa .
necesario seleccionar cepas de Azospirillum con:

»

Alto poder de infeccién

»

Altc poder competitive

Alta y eficiente actividad de la nitrogendeé5

»

Baja actividad en la desnitrificacién- S

»

Produccion elevada de fitohormonas

Ag{ mismo considerando otros factores como:

»

Seleccién adecuada de plantas y cultivos.

Suministro de condiciones ambientales en la rizosfera.

»

como 8on: baja tensidén de oxigeno, pH neutro y la presencia de
organismos cooperativos en la zona de la rafz,
Proveer condiciones Optimas para el desarrollo del
vegetal y de la asociacién:
* Aplicacién de dosis adecuadas de nitrdégeno mineral
* Alto contenido de materia orgdnica vy contenido
relativamente bajo de potasio en el suelo.
Por otra parte indican que los suelos neutros, humedos
Y la temperatura y radiacién solar elevadas favorecen esta

interaccion.

14




de" Beijerinck (1898), indican
Hstrar en toma artificial bacterias a los

snmular el denarroilo de las plantas, Con.  lo

1 florsciniente de la industria de -los

B “éxito de la utilizacisn _de‘bioturcilizanto"n’bse‘ibau: ‘

‘en lés' ‘r;aﬁlt:'udoa de investigaciénes .con dita’rehté’u" 'eﬁr'\t; ues:

i retersntea a:

~.Seleccioén de cepas. ) ) :

~ Determinacién del o los mecanismos de accidni '+
~Determinacién de los factores que limitan o estimulan
el establecimiento de los microorganismos introducidos al suelo,
as? como el mecanismo mediante el cual se favorece el desarrollo
vegetal,

- Evaluacién del efecto de inoculacién,

~ Produccién de inoculante, la cual implica la
obtencién de un producto de buena calidad y a bajo costo, el
desarrollo de formulaciones que mantengan poblacicnes elevadas de
microorganismos viables y que sean de facil aplicacién a nivel
agricola (50).

La produccién de inoculantes de Azospirilium estd
basada en la tecnologfa empleada para RhjzZobjum. Okon y Hadar
(1987), citado por (50).

Los inoculantes son cultivos de células bacterianas
seleccionadas y concentradas, qus son impregnadas a un soporte
eatéril. El soporte es un tipo de suslo que dadas sug

caracterfsticas fisico-quimicas permite mantener al

15



smo vinble sl tiempo que ae neceuita para .llevar acabo
& la inoculac‘ién en semillas sin que éste pierda la habilidad para
;:crscor e Xntectar. -

: El soporte m&s adecuado es la turba, que se forma en
' climas humedos, de temperaturas bajas, y es el resultade de la
acumulacion y descomposicién de depdésitos vegetales que se
conservan en condicionss de poca aireacion en remansos de lagos,
estanques y pantanos. Esta debe presentar caracteristicas como:
Alto contenido de materia orgénica, alta retencién de humedad, pH
cercano a la neutralidad, de (f&cil pulverizacién, adecuada
adhesién a la semilla, de bajo costo, y facil! esterilizacidn
(9.25,48) .

Otros materiales que pueden servir como soporte son:
Aserrin descompuesto, roca fosforica molida, levadura y sacarosa,
carbén vegetal, compostas de cédscara de arroz, de mazorca de
mafz, bagazo de cafia de azucar,

Los soportes tienen diferente capacidad para mantener
la humedad, esto determina la proporcidén de cultive liquido que
debe agregaree al hacer la inoculacién y ésta debe ser del S50-60%
(9,25,48) .

La produccién de inoculantes se divide en cinco

etapas:
.~ Recoleccién y preparacisn del soporte
.— Propagacisén del indculo en el cultivo lfqu!do

.~ Mezcla del soporte con el cultivo quid

.— Empacado adecuado

;oA W N

.- Control de calidad de los ‘ inocu y las
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diversas etapas de su elaboracion). :
3 El -método para inocular a Azospjrijllum se basa en lo
reportado p;ra Rhizobium, Okon y Hadar (1987), citado en (50)‘.'1
) Estos mismos autores indican dos formas de efectuar la
inoculacién: - por suspensién y dispersidén granular al momento -de
la siembra.

Aun  cuando la respuesta a la inoculacién ~ con
Agospirillum es muy variable los incrementos que se reportaron
(tabla 2) indican que este microorganismo ofrece una alternativa
para mejorar la produccién agricola. A la fecha este tipo de
inoculante se produce con fines de investigacién para lo cual, e!}
microorganismo se propaga en un medio con 4cido succfnico y se
impregna en turba. Lo anterior indica que es necesario generar la
tecnologfa especifica para la produccién de biofertilizantes a
base de Agzogpirillum. Para lo cual si bhien son utiles 1los
antecedentes de Rhizobium. debe enriquecerse con estudios sobre
las caracteristicas nutricionales y condiciones d¢ptimas de
desarrollo de este microorganismo en particular, asf como en la
utilizacion de sustratos disponibles y de bajo costo que permitan
obtensr productos de calidad y de un precio accesible a los
consumidores,

Con base en lo anterior a continuacién se describen los
aspectos bdsicos sobre el metabolismo de Agzospirjllum y de los
factores tisicos que favorecen el desarrollo de este

microorganismo.
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T Aﬁp;ctd tisiolégico y ‘bioquimico de Azogpirillum

anio A. brasilense como A, lipoferum creécen y fijan.
: r‘\igi)féggnd,'; en diferentes dcidos orgdnicos e hidratos de carbono
: ’(315):‘.!11" p;racer A, brasjilense estd més restringido en el uso de
fuentes de carbono, ya que si bien se desarrolla en la mayoria de
los 4cidos 'orginicos tales como e! l4ctico, piravico, succinico y
“mélico no lo hace en alfa-cetoglutarato, y no fija nitrégeno
; on. presencia de la mayor parte de hidratos de carbono tales como
Eritrosa, D-ribosa, D-glucosa, D-manocsa, D-sorbosa, sacarosa,
manitol y glicerol, pero si en L-arabinosa, D-fructosa, D-
galactosa Yy gluconato. Mientras que A, lipoferum desarrolla en
gran numero de hidratos de carbono, loes mismos que para A,
brasilense y otros como glucosa, as{ como en los &cidos orgdnicos
ya mencionados (1,31,34,53).
A.brasilense y A, lipoferum al parecer crecen bien en
metano y metanol como dnicas fuentes de carbono (31).

Otros hidratoa de carbono que apoyan el crecimiento de A,
liporerum son: maltosa, rhamnosa, meso-inositol., sorbitol y
glicerol. El metanol apoya pobremente su desarrollo (1,23,52)

A.amazonense ha sido reportado como capaz de
metabolizar: malato, sacarosa y trans-aconitato citado en (26).

También se reportan como fuentes de carbono para
Azospirillum, aminodcidos (medio semisélido) tales como la L-
alanina y glutamato que fueron empleados por esta bacteria y L-

tirosina y L-triptofano que no fueron metabolizados (47).
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A, Dbrapilense es capaz de metabolizar mono .y g dia&c&ridca
componentes de la pared celular de 1as plantas, pero incapaz . de .
utilizar polisacdridos que componen dicha pared (37}, : .
Azospirillum fija nitrégeno molecular empleando como
unica fuente de carbono C02. Estos estudios fueron realizados con
Azospiriilum aislade de la rizoafera de arroz y de Panicum
maximum, Mufioz Garcia, Caballero-Mellado (1982), citado en (26).

La actividad mé&s alta en la reduccién de acetileno
se obtienen con malato, gluconato y fructosa en A, brasjlense
{42) y en A, livoferum con malato, arabinosa, glucosa, xilosa
(26).

A. brasilense y A. lipoferum muestran elevada
‘actividad de 1-fosfofructocinasa, cuando desarreollan en fructosa,
no asf cuando los cultivos desarrollan en malato con NH4 o N2. La
Actlvldad de la 6-fosfofructocinasa es muy baja ¢vn ambas cepas
(35).

Cuando A, lipoferum s8e desarrolia en fructosa o
glucosa, se presenta actividad de la hexocinasa, mientras que A,
brasilenge desarrollada en fructosa o malate no la presenta (35).

La glucocinasa y enzimas relacionadas con la ruta
Embden Meyerhof-Parnas (EMP) han sido detectadas en A. brasilenss
y A. lipoferum.

Las enzimas relacionadas con la ruta de Entner-
Duodoroff (ED) estuvieron presentes en A, lipoferum.

La presencia de las enzimas involucradas en

catabolizar malato, succinato y piruvato han sido demostradas
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(35) en A*‘k:ggilgngg y A, lipoferum desarrolladas en fructosa o
malato, con lo que se comprusba la existencia de losm 4cidos
‘trica}hoxiliccs {TCA) (31), ademds de que estas cepas muestran
actividades enzimdticas propiss del ciclo del glioxilato (35,61).
vNinguna de las dom especies mencionadas es capaz de
desarrollar y fijar nitrégenc en sacarcsa, no asl una especie
r@bientementu descrita, A, amazonenge., que redujo el acetileno
cuando: se desarrollé en sacarosa (35).
) Das y Mishra (12) demostraron que A, lrasjlenge usa
muy efectivaments la fructosa para su desarrollo y reduccién del
Vncﬁtilano, también reportaron un alto incremento eén la produccidén
celular con fructosa cuando mse le afiadié ién amonio (35,61).

Cuando 86 usa la glucosa las enzimas relacionadas con
las rutas EMP y ED estén presentes, por lo que 1a glucosa y la
fructosa probablemente sean catabolizadas por A, lipoferum por
las rutas EMP y ED.

La ausencia de fosfogluconato deshidrogenasa en ambas
especies de Agzospirillum sugiere que ninguna ruta oxidativa de la
hexosa-monofosfato es efectuada por estas cepas (33).

El efecto de algunos inhibidores relacionados con las
rutas EMP, ED y el ciclo de los TCA han sido reportados (33).
Asf, el fluoruro de sodio inhibi¢ el desarrollo y bloqued la
formacion de C2H4 en A, lipoferum y A. krasilense en medio de
fructosa sin NH4, no ocurriendo esto cuando cuando desarrollaron
en malato o succinato.

El iodo acetato {IAA) de sodic, el fluoropiruvato de
godio (FPyr) y el malato de sodio inhibieron e! crecimiento de

las células desarrolladas en fructosa y malato (35).
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La capacidad metabdlica del género A;génl;jjigm atn no
e3 bien conocida, actualmente han sido reportadas cinco
diferentes especies A. amazonense, A. brasilense, A,
halopraeferens. A. irakense y A. lipoferum (12,30.40.58). Los
estudios mas completos sobre e! metabolismo corresponden a ‘A,
brasjlense y A. lipoferum, mientras que los otros se encuentran

en investigacion, Figura 1.
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' 272 ‘-'Fursn't.‘as de nitroégeno.y su metabolismb
S Log iy rﬁicrocrganiamoa usan una gran’ variedad’ denf;('
moléculas nijt;'bggnadas como fuente dQ nitrégeno. : ‘

. El - nitrégeno gaseoso, el amonio, el glutama‘,té." Y 'v 1a’
-glﬁéemin:a 'aon‘ las mejores fuentes de nitrégeno, sin em&rqo -
" exiaten otras fuentes secundarias entre las que se eacuentran
nitratos, nitritos, purinas, proteinas e incluso aminoﬂcidoﬁ
2:(22,47), extracto de levadura y peptona (26).

El amonio, producto de la reduccién del nitrégeno por

la nitrogenasa, es preferido por todas las bActerias‘HJudoru de
nitréegeno como la fuente de nitrdgenc que promueve  més
rdpidamente el crecimiento, que cualquier otro sustrato (6).
. Azospirillium puede usar como unica fuente de nitrdégeno
para su desarrollo el N2 en condiciones microaerofflicas 'y
produce altos niveles de polibetahidroxibutirato, su peso seco
aumenta en un 25% mds, & consecuencia de ests (1).

En cultive la sintesis de la nitrogenasa vy su
actividad son reprimidas por la inclusién de cantidades
significativas de nitrdgeno combinado (NH4). lo que puede cambiar
la morfologfa de la bhacteria haciendolas mas largas, disminuyendo
su didmetro y al parecer formando mds espirales que con N2 (1).

Se ha reportado que A, brasilense desarrclla en
cultivos continuos utilizando nitrates., nitritos., y éxido niéroad
como aceptoree de electrones en la respiracién (10). ‘B_ajov

condiciones anaerébicas, Azospjirilium utiliza nitrato - como

aceptor de electrones en la respiracidén y/o reduce a 'Mtro’gaﬁ .
molecular via nitrito y oxide nitroso (10). : :
Azospirillum se distingue por su vé’rsqtii
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respecto al metabolismo del ciclo del nitrbgeﬁo v‘Ld bécteriu
puede llevar a cabo tcdas las reaccionea del cicln del nitroégeno
excepto la nitrificacién (10), Figura 2. ;

Dependiendo en particular de las concentrucionea de 02
y de nitratos y de la disponibilidad de carbono orgénico,
Azogpirillum puede aer involucrado en los eiguisntes procesoe
(38):

1.- 'Fijacién de nitroégeno en raices o suelos para lo
que  requiere de sustratos de carbono que son suministrados
‘a:traves de la fotosinteais de la planta o de la descompoeicioén
-de. materia orgdnica.

. 2.~ Reduccion desasimilatoria de nitrato a nitrito.

3.- Desnitrificacién de nitrato, liberado-en:el ‘suelo
o agregado como fertilizante, con la consecuente iibéracxdn;fde'
nitrégeno gasecso. B "' :

4.~ Asimilacién de amonio, nitrito o nitrato.

5.~ Sintesis de materiales orgédnicos,

De las transformaciones 1levadas a cabo por
Azogpirjllum en el suelo tenemom (22):

La amonificacién, que es o) proceso mediante el
cual las proteinas y otros compuestos orgédnicos nitrogenados son
degradados por la microflora del suelo, con la liberacidén final
de amonio,

Proteasas Polipéptidasas Dipéptidasas
proteina-——————-- dPolipéptido~———mm—ue— >Dipéptidos——->Aminodcidos
nH20 nH20 nH20

Los aminoadcidos (aa) son degrados también, liberando

amonio a través de diferentes mecanismos:
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a) Desaminacidén por remoqirog ;u;ectg de amonio:

R-CH2~CH-COOH~==—== = 5R=CaCH-COOH  + NH3
NH2 : - H S

b)Desaminacion oxidativa’’

R-CH-COOH + 1/2 02 =
NH2 o
c) Desaminacién redﬁctivg_
R-CH-COOH + 2H --
NH2 C
d) Descarboxilacién .

R=CH-COOH mmmmmmim
NH2 ,

Desnitrificacién. reduccién microbiana de NO3 a NO2
con perdida de nitrdégeno de! 'suelo, al ser liberado como

nitrégeno molecular y dxido nitroso.

2HNO3 ~—w=—r—=————==m=) 2HNQ2 -—-—— ~—=> 2NO
~2H20 ~2H20
Nitrato reductasa nitrito reductasa
+2H +2H
2NO > N20 > N2
6xido nitrico 6xido nitroso
reductasa reductasa

Asimilacién, existe en el suelo otra reaccién de
reduccién de nitratos, también mediada por nitrato reductasa que
difiere de la desnitrificacién en que no se forman NO y N2 como
productos finales, sino NH3. Esta reaccién corresponde a la
asimilacién, o sea la utilizacion de NO3 como nutriente.

2HNO3 ~---> 2HNOZ2 -~~>?---> 2NH20H ---> 2NH3

26



2.7.3. . Fijacion Bioldgica Del Nitrégeno

El nitrégeno es abundante en la 'atmoSferq terrestre,
representa el 80% de los gases que la forman: sin. embargo, ‘ las. -
plantas y los animales son incapaces de utilizarlo, solamente las
bacterias fijadoras de nitrégeno pueden aprovecharlo reduciendolro
a NH3.

A la conversién de N2 a NH3 se le llama fijacidén
bioclégica de nitrégeno; entre las bacterias capaces th=
fijar nitrégeno estd&n las del género Azospirillum. Estas
bacterias pueden asociarse con plantas como las gramineas en:: la
llamada simbiosis asociativa, y efectuar la rfijacidn:' del
nitrégeno atmosférico (22).

La fijacién biolégica del nitrégeno se efectta gracias
a procesos acoplados al metabolismo del microorganismo donds una
enzima la nitrogenasa cataliza tal sistema. La nitrogenasa.
requiere para su accioén condiciones tales como: escasez de
oxigeno, de amonio, y de nitrato que la destruyen, Barbero (1582),
citado en (26). para su activacién requiere magnesio, de ATP y
ADP, Bidwell, (1979)y Postgate, (1981), citado en (49).

La nitrogenasa es pues la enzima que cataliza la
reduccién de N2 a NH3 y estd formada por dos componentes
incapaces de fijar nitrégeno por separado y por un factor que
contiene molibdeno, hierro y azufre. »

El componente I o protefna Fe-Mo. pesa 200 000 Daltons
y estd formada por dos tipos de polipéptidos que se asocian en

forma de tetrdmero.

27



El.. componente II o proteina Fe, pesa 50 000 Daltcna./
y esta tormada por dos subunidades idénticas con 1 a 4 4&tomos de
. ; hierro
Este componente es reducido por ferredoxinas,
flavodoxinas o NADPH; en el estado reducido se le une una
* molécula de Mg-ATP, esta unién resulta en un cambio
conformacional que permite que este componente interaccione con
el componente I tranafiriendoles sus electrones, durante este
proceso se transforma el ATP en ADP. El componente I  reducido,
transfiere sus electrones al N2 convirtiendolo en NH3. La
conversién - de N2 en dos moléculas de NH3 gasta de 12 a 15 ATP
(22).
La reaccién general de la fijacién bioldgica del
nitrégeno se describe de la siguiente manera:
N2 + nATP + 6 NADPH + ZH‘--—-> ZNH: + nADP + nPi + G6NADP + 68
El amonio obtenido de la fijacién biologica del
nitrégenc es incorporado a l1os compueatos orgénicos para ser
transportados a la planta huespéd. Existen dos sistemas
enzimaticos para la asimilacién del amonio (39):

1.~ S8istema mediado por la glutamato deshidrogenasa

(GDH) .
COOH COOH
C=0 GDH H~C-NH2
CH2 + NH4 + NADPH ———m——————w) CH2 + NADP + H20
CH2 CH2
COOH COOH
Acido alfa-cetoglutdrico Acido glutdmico
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2.- S!stema mediado por glutqmina slqtetasa/glqtamato, )

uintasa (GS/GOGAT)

(GOGAT~ L-glu:amin~2~oxoglutArato uminotransterasa) :

COOH - Gg O0H
H-C-NH2 + NH4 + ATP e H-C~NH2 + ADP + Pz
CH2 CH2
CH2 ; .. .CH2
COOH - e
Acido glutdmico oo o iGlutemina

Glutamina

Ac, ultu—cetoqlutérl‘qé vgh‘{th;nicd
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~ 2.7.4. Metabolismo da1 nidrogeno .

Por muchos anos se hn reconocido una relacidn entra el,
‘metuholismo del: hidrégeno y la fijacién de nitrégeno. El ;cntinuoﬁ
interds en esta 4rea sé centra sobre al papel dual‘ dellai
hidrogenasa para producir una alta eficiencia de fijacidn  de-"
nitroegenc. Por una parte determina el reciclamfento qel poder
reductor, e indirectamente provee una baja tensién de oxigeno
para ejercer asf una funcidén protectora (62).

Se han encontrado dos sistemas diferentes en
combinacidén., uno que produce hidrégeno y otre que lo oxida a
traves de reacciones que dependen del oxigeno, y que se acopla a
la ginteais de ATP:

1.~ La produccion de hidrégeno, en el gque ia
nitrogenasa cataliza variss reacciones de reduccién, que incluye
la produccidn de hidrdgeno depsndiente de ATP, donde por cada mol
de hidrégeno generado. se necesita un par de electrones y cinco
moles de ATP (8,18). Hasta el 33% del flujo de electrones a
través del sistema nitrogenasa es ampleado en la produccidn de
hidrégene (8,%6). La produccién de hidrégenc qua depende de ia
nitrogenasa necesita de oxigenc (8}

2.~ La oxidacion del hidrégeno, se ha eatablecido que
la concentracisn de hidrégeno presente por la actividad de la
nitrogenasa alcanza niveles en que esta se inhibe (8), gracias a
la hidrogenasa, se oxida el hidrdégeno generado por la nitrogenasa
a una velocidad equivalente a la miAxima de produccién que evita
dicha inhibicidn (8). El mecanismo de oxidacién del hidrégeno
produce ATP, proceso que consume el excesc de oxigeno presents

(8,17} .
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Los™ proc esos de aciony v{—eciclaje del” hidrégeno

son realizadés 9}1' foifmq natural’por:la “enzima ‘hidrogenasa en

sistemas aerobios fijadores’ de nitrégeno (6.8.18,46,60).

‘La tuﬁéién de la’ hidrogenasa, al parecer - esta
influenciada por la c'oncéﬁtracion de la glucosa 'y péaiblemente
con el consumo y tolerancia al oxfgeno dado que al. final del
crecimiento, cuando disminuye la glucosa y la fijacion de
nitrégeno es méxima se observa un incremento en su actividad. en
la tolerancia y consumo de oxigeno. lo que sugiere .que . eata
enzima protege a la nitrogenasa del oxigeno (6,60), .dado que
cuande hay demasiado oxigeno este participa en la oxidacién. de la
fuente de carbono, disminuye su nivel y estimula la actividad “.de
la hidrogenasa (8,46,60). ‘

2.7.5. Metabolismo del Oxigeno

La microaerofilia es un mecanismo eficiente de
proteccién al -oxigeno, que se necesita para la fijacién de
nitrégeno y para la expresion de la nitrogenasa (6).

En comparacisén con otros microorganismos fijadores. de
nitrégeno la velocidad de crecimiento de Azospirillum se ve

limitada por su capacidad para fijar nitrégeno que depende de la

concentracién de oxigeno en el medio, ya que la nitrogenasa .eg..-.

muy sensible en presencia del oxigeno (1,6,17,39,53).
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En medio semisélido (6,39). el microorganismo gracias
a . su- movilidad, miqrh hacfa- la posicién mds favorable
sstubleciandoaa’ en el  lugar donde existe la concentracion
adecuada - de ox{geno para la produccion de ATP y la optima
fijaéxén de nitrégeno, asf, se agrupa formando una pelicula
caracterfstica donde el oxigeno se consume rédpidamente
(11,17,39) .
ﬁa sido reportado que cuando la concentracisn de
' giqqqaa o lactosa disminuye (0.05%), la fijacién de nitrégeno, el
' desarrollo’y la tolerancia a oxfgeno aumentan (17).
) En el caso de A. amazonense la concentracidn optima de
g oi:geno respecto de las otras especies, es mds baja y tiene un
B liﬁita més pequefio, dada la baja tolerancia de su nitrogenasa al
oxigeno.
2.7.6. Efecto de temperatura y pH,

La temperatura dptima para el crecimiento dependiente
de nitrégeno para Azospirjlium ha sido reportada entre 32y 40 €
y es similar a la de otras bacterias f{jadoras de nitrdgeno
tropicales. La actividad de la nitrogenasa de Azeospirilium es
sensible a tempesraturas a bajo de 18 C , Day (1977) citado por
(6), y la temperatura dptima para su actividad es de 33-40 C

"(1,11,39). La temperatura encima de 40 C incrementan la actividad
de la nitrogenasa pero el periddo de vida se reduce y después de
5 h. es inhibida (1,11,39).

A 45 C se inhibe totalmente la actividad y desaparece
en 30 min. (1,39).
La alta incidencia de Azospirillum en zonas tropicales

se atribuye a los requerimientos de altas temperaturas de esta
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bacteria. (39).  Sin ' embargo todas las cepausbl'.d> ”o's Y 1>

‘rebportadaa tienen una temperatura éptima eimilar.pAEa ia tifja.cién S

de ‘nitrcqeho. aunque se ha reportado tolerancia “al_ frio.: ‘Nevey's :

{1976) citado por (6).

Respecto al pH, el valor dptimo para el c’r‘ecimlentq

dependiente de dinitrdégeno para Azospirillum estd situado ‘gntxy"‘p ;

6.8 y 7.8 (11)., Se especula que la fijacién de nitrégeﬁ s por:

Azospirillum ocurre en la superficie o dentro de las c'éluléisgv d'e
la raiz, donde el pH especifico puede ser encontrado. '

Para A. amagongnse el pH 6ptimo de desarrollioc es 6.0,
Malgahes (1983) citado en (43).

Se ha demostrado que la presencia de Azospirijllum en
los suelos depende del pH de estos, sugiriendose que las raices
de los pastos ofrecen condiciones ¢ptimas para la bacteria
permitiendo su desarrollo en suelos con valores bajos de pH (15).

2.7.7, Carotenos.

Cuatro carotenos diferentes han sido aislados vy
purificados de la membrana de la bacteria fijadora de nitrégeno
A.brasjlense Gd. desarrollando en aerobiosis y 1 de la cepa cd-1.
La sintesis de carotencs no ocurre en condiciones microaerébicas,
Las cepas mencionadas de Azospirillum contenfan una cantidad
similar de citocromo c (41).

La sintesis de carotenos fue inhibida en células
cultivadas en presencia de concentraciones mayores de 10 mM de
NH4Cl pero conforme disminuye el nivel (5 mM) se favorece la
actividad de la nitrogenasa y sge estimula . la sintesis de

carotenos formandose agregados (41).
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Loa curotenou parecen tener funcidén de proteccion del
sistema nitrogenasu sensible al oxfgeno. en microorganismos que

puedqn.consumir oxigeno y sus radicales (41),
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“'I11. PARTE EXPERIMENTAL

El r.rahajo 86 ‘Mzo en el Laboratorio de Microbicloqia ’

‘Experimental de “la Facultad de Quimica, UNAM,

: i Con objeto de desarrollar la formulacién de un medm
((de cultivo de bajo cogsto y que permita obtener poblacicnes
abundantes de Azospirillum en perfodos de incubacion cortos.

Se probaron dos cepas: Azoepirillum brasjlense Sp7
(ATCC - 29145) y Azospjrillum ljpoferum VS-1 aislada de raices de
gorgo cultivado en Valle de Santiago, Gto.

Se determind el crecimiento de esta cepas en cinco
medios. de cultivo en los que se vari6 la fuente y ddsis de
carbono, nitrégeno y vitamina.

Se hizo un estudio comparativo de costos del medio de

‘cultivo de referencia y de los medios seleccionados.

En la figura 3 se presenta el esquema de trabajo.
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3.1 Activacién de las cepas y comprobacién de su pureza

: VA los cultivos stock se les comprobé pureza por

;»oléscrvacioneu en fresco (morfoldgicas) y mediante tinciones de
Gram,

La activacién de las cepas se efectus mediante

‘,reaiomhru sucesivas, por perfodos de 72 h, en medio NFb,

incubando a 33 C. Se verificd su actividad mediante la‘.

' observacién en fresco de su morfologfa y de la movilidad tipica

" de vcada cepa,

: 3.2 Seleccien de medio de »c'ult{kr\'/d )

.. 8e " doterminé - la’ velocidad " de™ ‘crecimiento

A@gp_uiug_m en' diferentes medios de cultivo,’ P,ar\a" oll

procedid a: e
St Activacién de las cepas mediante inoéujacion de v;ma o
: a- ion ﬁédio de cultivo NFb liquido, se incubo a 33 C ' durante
'eﬁ égitacién a 200 rpm. '
o = Adaptacién de las cepas en los diferentes medios.
< En matraces nefelométricos de 250 cc conteniendo 100
: ml 'dél medio de cultivo & probar fueron inoculados con.10 ml del
’ ',c’ultivc previamente activado, incubandose en las - condiciones
antes mencionadas.

Curva de Crecimiento

Los matraces que contenian los diferentes medios a
probar fueron inoculados con 10 ml de los cultivos previamente
inoculados con fines de adaptacion a los medios a ensayar.

A los diferentes cultivos se les ajustd la poblacidén a

7
5x10 células/m! mediante la adicién de medio de cultivo estéril y
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deterﬁinaéibn' de édrbiredad"en ‘unnefeldmetro Klet ~Sumerson’ ‘con .

hltro verde (‘7 Unidades Klett). o

Cada cultivo fué inoculudo en proporcién de
diferentes medios a ensayar, procediendose a incub

condiciones antes descritas y a determinar la turhiedad

horas a fin de elaborar las diferentes curvas de creciminnto.‘

Enii

todos los camos se verificéd la pureza de los cult}vpa"

diferentes perfodos de tiempo. Este procedimiento se a:iquié en 6 T
experimentos realizados con Azospiriilum brasilenss 'y 2 con
Azospirillum lipoferum.

En el primero se empled un medio de referencia . que
contenfa como fuente de carbono &cido succinico y se compard con
4 medios que contenfan glicerol. La désis de glicerol se
establecié con base al método estadistico propuesto por Box
Wilson (7B}, con cada una de las désis de glicerol se probaron
dos désis de nitrdégenc (ver tabla 3).

Con base en los resultados obtenidos, en el segundo
experimento se aumentaron las dosis de glicerol (ver tabla 4) y
en el tercero se probd la mezcla de dcido succinico y glicerol
(tabla 5): manteniendose en ambos las ddsis de nitrégeno
iniciales.

En el 4to experimento se probaron désis crecientes de
fuente de carbono y nitrégeno (tabla 6).

Para confirmar los resultudoa‘ en el Sto experimento se
eliming la fuente de glicerol (tabla 6 sin glicerol) y en el sto
se repitieron las curvas de crecimientb er: ‘los mebdﬂios“

seleccionados (tabla 6).
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Con Dbase en los resultados obtenidos para AL
brasjlense y considerando que A. ljipoferum requiere de biotina,
se determiné la velocidad de crecimiento de esta especie en
presencia de biotina y otras fuentes de vitamina de costos més
reducidos (Tabla 7). De este experimento se seleccionaron tres

medios cuyo efecto se comprobé en el ultimo ensayo.
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o+ REACTIVOS %
]

tAc.: Succinico !
1Glicerocl !
{K2HPO4 !
1MgS04., 7H20 L
INaCl !
icaCl2 !
{Na2Mo04.H20 $
IMn804.H20 !
tFeC13,6H20 !
1
|

Fuente. Cdlculo de gabinete.
Tabla 3. Medios de cultivo probadoa iniciulment
Ver Gréfica I :
Ref« Medio de Referencia -~

) ! En gramos/litro

t  REACTIVOS ! (Ref.) K !
|
{Ac. Succfnico ! 5.0 !
1Glicerol ! - !
{K2HPO4 ! 0.5 !
'Hg904 7H20 ! 0.2 !
tNaC ¢ 0.1 !
'CuCl2 ! 0.02 !
. ‘Na2Mo04.H20 t 0.002 !
1MnS04 .H20 ! 0.01 !
{FeC13,6H20 ¢t 0.002 ¢
{NH4AC1 ! 1.0 H
'KOH ! 4.5 4

Fuente Cdlculo de gabinete. Wy
Tabla 4 .- Medios de cultivo en los que se incremenn la concentru-— 5
cidn de Glicerol, para A,brasilense. .
Ver Grafica II
Ref= Medio de Referencia
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- En gramos/litro; ..

! REACTIVOS
¢

(Ret.) K. 17"

IAc. Succfnico
!Glicerol
{K2HPO4
1MgS04. 7H20
{NaCl

tCaCl2
{Na2Mo04.H20
{MnS04.H20
{FaCl3.6H20
{NH4C1

{KOH

!

“Fuente: Cilculo de gabinete.

Tabla 5. Combinacién de fuentes de Carbono : Glicero ¥ Ac
para A.brasilense.

Ver Grafica III

uccinico,

Ref= Medio de Referencia
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: 11 grama/litrs
RHCTIVG ¢ (Rt} X! ]

]
¢
It
B3
I}
1

Ae. Succfuleo 1 8.0 ! 1.5
: ! !
16Hicerol [ : s
- '

RPN 1080

! § ! [

NSO THIO N0 02

' ! !

el [ R U ¥t 1
! ! [ !
JIT4H tooe !om 0,027 :
B ! ! L !
04N L 0,00 ! 0,002 0.0 N
! ! ¢ festio o 5
mMSME0 00l ! oom ' ! !
! ! ! ! ! |
1113, 6820 : 0.000 ! 0,00 ot ! eon !
! ! ! ! !
LT YL oo (WA R W R
' ! ! ! ! '
B0 LIS T S R 5 1 48 8!

Paate: Cilealo de qabisots,

Tedla 6. Variacién do concantracifn do tusates do Carbono, para A.brasileass,
Yor Gritica VI ammmeeoneunee
Rt= Hodio do Refersach
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P [

TORnCTINGS NRef) KLY B

the, Suecfaeo ¢ 5.0 0 1.8
toe 0 1sS
LR N B X )
FE % S 4
[N A 8 |
£o0.02 !0
L0 ! o0en
foo.0r oot
to0.002 ¢ o0.002
LA W I X |
Biotina Dot
ek, levadurs ! - vt
‘Licor do majz ! - i -
e} LI A X |

Forate: Cilealo de gabisste,
Tadla 7. Bedios do cultivo pro
Yor Gritica ¥I
Refe Nedio de Referseci

' Lo gramos/Litro

! ! L. lipoferm .. tad bragilen

1

tOREACTIVOS  M(Ref) k1Y OBt 11 0N MRt KL R

)

the. Sucefaico ! 5.0 ! L8 ! 18 le ot TE0C 18
t6eerol to- [N B I T % S o L K ]
KP4 oS b o0s b 08 08 P08 0s
g4, 720 ! 02 ! 02 ! 0.2 ! 02 ! 02 f 02
2 1} Pt ot oer et ool ot sl
e Poo0r v o002 ' o002 ! o002 ! 002
MalNo0d B20 ! 0,002 ! 0.002 ! 0.002 ! 0,002 ! 0.002.! 0.002
Nn84. K20 foo.0r roo0 oot !oo0t ! o000 !oe0t
(FeC13.6H20 to0.002 ¢ 0.002 ! 0,002 ¢ o0.002 ! 0,002 ! 0.002
HNRACI L0 04 ! 08 24 L0 08
13otinm P2 o002 ! - ! . -t

. leadea ! - 0 - L0t - 1 -t .
'Licor de mafz ! - L t o - 1.
KoR LA R X B S N % D Y K S Y B
Table 8. Nedios do caltivo dos para la p i do t

de drospirillum
fer 6ritica VIII
fets Nedio de Refersacia



3.3 Produccién del Inoculante

Se determind el efecto de los medios seleccionados
kuobrg la viabilidad de Azospirilium en el bio!ortiliznnta para lo
cual ‘se prepararon 8 tipos de inoculante 3 para ). brasjlense vy S
para A. lipoferum.

Soporte. Se emplearon 2 tipos: turba y mezcla de turba
con paja de mafz (vol/vol}.

La turba fué tratada con carbonato de calcio en ”;

proporcién de 5%, una vez neutraiizada se molié y pasé a través ..

de un tamiz de 200 mallas. -

La turba se dividié en doo lotes, uno para emplearse
directamente como soporte y el otro fué mezclado con la paja  de
maiz, ‘

La turba se distribuydé en 35 frascos Gerber y la
mozcla de turba con paja de mafz en 1%; en proporciones de
20g/frasco procediéndose a esterilizar en autoclave a 121 €
durante 2 horas.

Las cepas se inocularon en los medios seleccionados,
88 incubdé a la temperatura de 33 C. en agitacién a 200 rpm hasta
alcanzar las poblaciones requeridas (mitad de la fase
logaritmica) lo cual garantiza la presencia de microorganismos en
crecimiento activo para lo que finalmente se ajusté la poblacisén
a 5x107c61ulae/ml, adicionando medio de cultivo esteéril.

Inoculacién de loa soportes: El volumen de indculo que
se agregdé a cada soporte se establecié previamante para tener el
% de humedad y consistencia que favorecen la multiplicacién y
sobrevivencia de la bacteria y que facilitan la adhesidén del

inoculante a semillas en su aplicacién en la prdctica agricola.
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Lo anterjor correaponde a 20g de turba.y 14ml de 1n6culo, 20
turbu + pe)n (v/v) y 14ml de inéculo. B

= Los frascos con turba se dividieron en .7 1otes; de.-
5. Dos lotes fueron inoculados con A. brasilense desarroliado en
;j;medio'de referencia y en el medio E (seleccionado): 4 lotes se
fnbcularon con A, lipoferum desarrollado en el medio de
referencia, y en los medios El, Il y V (seleccionados) y el
ultimo lote fué tratado con el cultivo previamente “esterilizado
ei que se empled como testigo.

En el caso de la mezcla de turba y paja de mafz, los

15 frascos se dividieron en 3 lotes, uno se empleo como testigo,
y loa otros se inocularon con A. brasilense o pA. lipoferum
cultivados en dos de los medios previamente seleccionados.

En la tabla 9 se resumen los tratamientos,
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150PORTE! Turbe 7o- o “ IPue g mafe-turba(Rol/Yol?

Tams ! A brstloese ! i, lipoferns ! Lbrasiloas! l.llwllm'!
1 | eesscccoaanns ] ! 1
H ) B ) '
v v ! ' b ! :
! Redio ! Nedio ! T !Madio ! Nedio ! Nedio ! Medio ! 7! Nedio ! fTedio !
¢ fret (X)iSelec, ()Y ref(R1]!Selec, (E1)!Sulec, (1) !Setec. (V]!  !Selec.{B)! Selec.(¥) !

! ! ' ! ! ! I} H !

Tabla 9. TRATANIENTOS

I: Tostigo.
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Posteriormente se di

en bolsas de polietileno, las:qu

temperatura ambiente.

3.4. Control . de calidad. S

perfodo de maduracion (7.y 15 dfas
(30,60 y 90 dfas). s

lmacenamiento

En los tiempcs indicado: 8 holsns de cada
tratamiento y se prepararon 2 serierbd’ dllucxones. semhrando en
gelosa nutritiva , se incubaron a:33 C:por- 72h, procediendose a

la cuenta en placa (figura 5).
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©.4.0. RESULTADOS Y DISCUSION

”4.1'.0p'timizuc16n del medio de cultivo

4 reeultudos del primer experimento (grdfica 1)
cs concontracionea de glicerol empleadas no fueron
p_axja alcanzar poblaciones elevadas de la bacteria,
‘imiiares se observaron en el segundo ensayo adn

oncentracién de glicerol se aumento de 8g/l hasta

Covheiderando los reportes de (32,52) que indican que
X sate g!!ner utiliza eficientemente el glicerol, as! como sl costo

: aconémico de este sustrato, se decidid probar mezclas de glicerol

succxnico a fin de que este ultimo favoreciera sl

- Ary inicial del microorganismo y la poblacién resultante

ut’i;!»l‘izt'l‘ré eficientemente al glicerol. Este asupuesto fué

ciop_vtiri.nad‘o; con. -los resultados del tercer experimento (gréfica

ek I‘II‘)‘. -‘Vyeh donde las poblaciones microbianas que se registraron
. ‘tueron superiores a las obtenidas en 6] medio de referencia.

y En la gréfica IV se observan los resultados del ensayo

T de - confirmacion y se observa que los medios B,C y D que

cc'nyti_enun 1.5 y 2.5g/1 de &c. succinico y 2.0, 8,0 y 14.5g/1 de

glicerol (tabla 3), fueron los mds eficientee.

En cuanto al cuarto experimento, en este se observa
la‘ respuesta del microorganismo a un nueve incremento en la
concentracién de 4c. succinico y glicerol, registrandose un
Vcoirrt;'icrlerrabla aumento en su densidad de poblacidén (grdfica VI).

En el quinto experimento se muestra el efecto de 1la

eliminaciéon del glicerol y el efecto del 4c. succinico en el

50



dséa_rr&llp ‘de l‘ar’t;iai:te‘ri'a_ (Aqr
corresponde ‘A’ A. m:‘»asi l.gjns‘g. R

En la gréfica - VII mu'éstrari : J
'experimento seis en donde se observa.el etac
seleccionados (con A. brasilense) sobre el
1>jgo§e:um.

En la gréafica VIII se exponen”l'os,

ensayo de confirmacién y se observa que los 'rnéc'lio‘s, E

son los de mayor eficiencia.

En otro estudio en el que se emplearon’ lns le'smas

cepas, Herndndez y Rufz en 1987 (26) indican que en el medio “de

referencia, Azogpirillum alcanza su méximo desarrollo entre lrurs';'
24 y 36 h, Estos resultados fueron confirmados en . todos .los ...
experimentos realizados (Grdficas 1 a 8) observdndose que dentro
de este perfodo se alcanzan poblaciones de logcélulas/ml. que son
las recomendadas para efectuar la impregnacién del soporte.

Es importante hacer notar que con los mendics E, El y
Il se obtienen concentraciones similares desde las 16 h., en tanto
que con el medio V se registraron poblaciones similares entre las
24 y 32 horas.

La reduccién del tiempo de incubacién repercute

considerablemente en los costos de produccidn.
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‘4.2" Analisis Econémico del Comto Dirérct:o-rdér 1y iOOb -
Litros de los Medios de Cultivo Sblécéilbnddaa.'
a) “Considerando el costo de los reactiv&a de los
medios ‘de cultivo se tiene que el &cido succinico y la. biotina
’ son los componentes més caros.
b) Que el costo de los medios de cultivo de referencia
“corresponden para A. brasilense a § 4,426.39 y para A, lipeoferum
‘ que requiere de biotina $ 6,951.29, tablalO.

c¢) Los resultados obtenidos indican que es factible
disminuir las concentraciones de 4cido succinico mediante la
adrlcjdn de glicerol (medio E) con lo que se reduce el costo en un

-37% para A. lipoferum (medio El) y un 58% para A, Drasjlense
(medio E), tabla 11.

d) Que la biotina puede smer sustituida por extracto de
levadura (medio Il) con lo que el costo del medio de cultivo se
abate en un 70%, tabla 11.

e) Que el licor de maiz y el glicerol permiten
elifninur el uso del &cido succinico y de la biotina con una
disminucién en el costo del medio de cultivo de un 93% (medio V).
Tabla 11,

4,3 Efecto do los medios de cultivo seleccionados y

tipo de soporte sobre la viavilidad de Azogpirillum
. En la tabla 12 se exponen los resultados de las
"prusbas de control de calidad que hicieron a los nueve tipos de
inoculantes preparados.

Esto indica que no hubo contaminacion ya que en los
controles (turba + células muertas de A, Lraszsilenge o A.
lipoferum) no se registré desarrollo en ninguna de las
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determinaciones realizadas. : i
Ambas cepas de Azoapirillum (Sp7 y vs-i) mostraron ﬁﬂ :"

compértamiento muy parecido en los soportes usados.. :

La poblacién de las cepas mencionadas taﬁtéf gﬁ' la
turba como en la turba + paja de mafz (v/v) es semejan§é~ cast
dqrupts los 90 dfas. Un mes antes de finalizar la cuentA viable
ia poblacién de Azospirillum, descendié en forma notable en ambos
soportes, 1o que probablemente se justifique por una marcada
disminucién en la humedad de los miamos, ya que las bolsas en que
. estos = permanecieron permitian observar ciertc estado de poca
humedad. ' Era de esperarse que en el soporte a bage de turba +
paja de maiz este efecto no fuera marcade dada la presencia de
materia orgénica aportada por la paja, que probablemente
aumentarfa la sobrevivencia del microorganismo, lo cual no
ocurrio.

La informacioén anteriof nos indica que = hay
sobrevivencia del microoganismo sn los soportes usados durante
cierto perfodo de tiempo y que la mezcla de turba + paja de maiz
es una alternativa que posiblemente abarate el costo en la
produccién de inoculante de Agospirillum, respecto al uso de la

turba sola como soporte.
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RTINS etpn! BOO!onor v Mmt)E!2
'

e, Succhico

DA179.40 11,504,58  1,500.58 ¢ 0.00 !4,179.40 12,504.50 !
16iicerol ! 0.00 ! 108. 50 !o108.50 ! 108,50 ! 103.50
KP4 P30t 19300 19300 19300 1030t 1.3
NgS04, TH2O ! 600! 600! 600! 600! 600! 6.00
el ! 180! 188! 1.68 ¢ 1000 e8! 1w
1aCi2 ! 068! 0,68 068! 068! 0.68) 0.68
NadNo0d 20 ! Lo Ly oL L Ly
1XS04,420 ! L L L1 Lt oLy L
thel3.eH20 ! 03 03¢ 0.3 LMY 00U 0N
N fonm! e 0.00 000! 200! 17.60
hotim £2,525,00 12,525,001 000! 000! 000! 0.00
Mt Levedenn ! 000! 000! 735! eo0! 000! 0.00
Llicor de miz ! 000¢ o000t 000! 184! 000! 0.00
Kot DOo19440 ! 19440t 154400 134 ‘0 Po1sdd0 b 19440
Totel $/0t, ! 6,950.29 .'4,300.57 .' 2,095.32 ! . '4.!16 I 'l 8i%.57!

Poente: Cilculo de gabioets,
Tabla 10 Costo prow.por litro de medios de celtivos selsccionados para prapa-
racide de inoceluntes de lzospmllvl e kA

Refe Nedio do Refereachh

|
¢ Mediode ! A ¢k iCosto por !Costo por ! 6! b !
! Caltive 'bmllme'llgolem'l)tro(lll Pafl lta.!o(® (%) !

ileumm 4

TS b - D A28.39 W48, 390 ! 100.008!  100.008¢
Nedio L oS - L6597 11,855,570 1 419280 3B.08%!
Moferepcta k! ! -0 81t 6,951.20 16,951,290 1 100008 100.008!
Nedio B1 - b S 1 4380.57 14,380,570 ¢ 63,008 36 8R!
Nedio 11 Do S D000 AT 7043
!Kedio ¥1 Do rost oM MS0E 69T 950N
]

Poente: Cilealo de gabjaete.
Tabla 1), Table comparativa de costos erogados utilizando los difsrsates medios
de :nluvu fnvestigados.

(I) Paatos porcentuales por medio de cultivo por litro
(ll Reduccidn an el costo por medio ds caltivo por litro y 1000 It.

expresado 8 puntos porcentuales,
Ref= Nedio de Refereacia
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i Tiempo de Incubacidn (dfas)

i : Sy
| Cepa-Medio-Soporte \ Dilucidn:

iA.bragilense - Ref.K/T
i

iA.bragilense ~ E/T

i

iA.brasilenge - E/T+P

;A.brasi!ense - Ref.K/C.M./T
:A.ligoterum ~ Ref .K/T
) }A. lipoferum -E1/T
}A.Ugoferum -I1/T
gA.ligoterum -v/T

;A. lipoferum -V/T+P
!A.Hp_oterum -Ref.K /C.M./T

,Tabla 12

Némero de células de Azospirillum por gramo de
Inoculante. Cepa Sp7 y VS-1.

T « Turba

T+P = Turba + Paja de maiz

NC = No contables (>300 coloniag)
C.M = células muertas como control.
Ref=~ Medio de Referencia
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V. CONCLUSIONES
5.1, Conclusiones ,
1.~ La concentracién éptima de fuente de carbono y de
nitrégeno seleccionados en los diferentes medios de cultivoe
investigadoa estimularon el desarrollo de A. brasilense y A,
lipgfexum. Los cuales aumentan la masa microbiana, disminuyen los
costos de los medios de cultivo y permiten la viabilidad de los
microorganismos en el soporte.

2.- El licor de mafz representa un posible sustituto
del uso de la biotina, ya que contiene trazas de esgta
vitamina, asf como aporta fuente de carbono y de nitrégeno, en
medios de cultivo para A, lipoferum.

3.- Es posible en base al andlisis econdmico hecho de
los diferentes medjos de cultivo investigados, llevar a nivel de
egcalamiento industrial la produccién de inoculantes de

importancia agricola. utilizando microorganismos del génhero

Azospirjilium.
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5.2. Recomendaciones

1.~ 8¢ recomienda hacer un estudio a nivel de
invernadero, en el cual 8e apliquen los medios de cultive
‘ investigados en este trabajo a gramineas para estudiar la
respuesta de la planta a estos y saboer si Azospirillum consorva o
no, aus caracteristicas de interds agrondmico.

2,- También es recomendable ssguir inveastigando el
desarrollo de formulaciones, con el objeto de abaratar el costo
de medios de cultivo en los que se desarrolla el microorganismo.
) 3.~ Se recomienda estudiar a oescala piloto de
fermentacién industrial, el comportamiento de Azospirillum con el
objeto “de poder producir inoculantes de este microorganismo, ya
que; -‘no - existe en este aspecto informacién, y la que estd

descrita en la’'bibliograffa es exclusiva de Rhizobjum.
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