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I. INTRODUCCION 

Azosclrlllum es 

atmos!6rlco y productora 

una bacteria fijadora 

de !ltohormonas. 

de nitrógeno 

Tiene wnp!la 

distribución y se ha reportado en la rlzos!era y/o asociada con 

un gran nWlloro de vegetales entre los que son de particular 

importancia las gram!neas. 

atención 

agr!co!a. 

la misma, 

Desde el punto de vista agronómico ha !lamedo la 

por el o!ecto que puede tener sobre la producción 

A la !echa existen controversias sobre la utilidad de 

sin haberse de!lnldo, si la Inoculación con este 

microorganismo aumenta la producción agr!co!a a trav6s do la 

!ijación de nitrógeno, a la producción do !ltohormonas o por un 

posible e!ecto combinado de ambos. Twnpoco existe in!ormación que 

permita concluir cuales son los !actores que limitan el e!ecto 

ben6!1co de esta bacteria, lo que Indica la necesidad de seguir 

estudiando a este microorganismo. 

Por otra parte, se tiene que, para introducir a 

Azosoirillwn a nivel agr!co!a es necesario producir el 

inocu!ante. Este proceso a la !echa esta basado en la tecno!og!a 

aplicada para Rhlzobium. 

Sin embargo al igual que otros microorganismos el 

desarrollo y viabilidad de Azospi(illwn esta condicionado por las 

propiedades !iaicoqu!micas del ""e!o, del soporte sobre del que 

se encuentra o del medio de cultivo en el que se desarrolla, as! 

como do las condiciones ambientales imperantes en los mismos, por 

lo que os necesario considerar lo anterior para 

inocu!antes a baso de este microorganismo. 

elaborar 



Lo utilidod de los !noculontes CAzosp!rjllum o 

Bhlzoblwnl y su vid• de onoquel dependen baolcomente ds lo 

colidod do Jo cepa y viabilidad del mlcroorgonismo en un soporte 

dado, Estos a su vez estdn condicionados por el medio de cultivo 

y condiciones de operoción empleodos en lo rermentoclón y 

conservación del producto. Con base en lo onterlor en este 

traboJo so reallzoron uno serle de ensayos preliminares a rln de 

producir un !noculonte de bojo costo empleando a Azosplrlllum 

como microorgonlsmo de lmportoncia ogronóm!ca. Estos Incluyen ol 

estudio del desarrollo de Azospirillum en direrenteo 

concontroclones y ruontes de carbono y nitrógeno, as!, como la 

producción del lnoculanto on loe modios seleccionados a nivel do 

matraz y ol control do calidad de Jos inoculante• preparados. 
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Hipótesis 

- ·El deellrrol lo .de Azogpiri l IWD Vllria en función de 

lila concentraé:iones "dé las tuentee de carbono. 

- El desllrrollo de Azosp!rillwn Vllria en función.de lll 

fuente de nitrógeno. 

- El deearrollo de Azoepirillum ee afectlldo por lile 

diferentes fuentes de nitrógeno. 
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II. ANTECEDENTES 

Uno de los microorganismos que benefician el 

desarrollo de los cultivos agrtcolas (gramíneas) es Azospirillurn. 

Este ha sido estudiado con diversos enfoques y acontinuaciOn se 

resume la infonnaciOn mds reciente. 

2.1. Taxonomía 

Beijerinck en 1925 basado en la fonna espiral de la 

bacteria y en estudios sobre la utilización de diferentes dcidos 

orgdnicos le aeigno el género Spirillwn. En 1978 Tarrand y 

Dobereiner con base en la comparación de sus caracter!sticas 

fenotípicas y genotípicas respecto a otros géneros bacterianos 

(~Q!!!Q.DS!!. Acuasoirillum. ~. ~. etc) determinaron 

un nuevo género. Azospirillum (33,53). Posteriormente mediante 

estudios de homologta de DNA, en los que se emplean técnicas de 

desnaturalización térmica. usando DNA de Escherichia ~ ~ de 

referencia se diferenciaron tres especies de este género (33.53). 

Falk (1985) y Magalhaes (1983). citados en (14): 

a) Grupo I: representado por Azospirillum braeilense 

(cepa Sp7) 

b) Grupo II: representado por Azospirillum liooferwn 

(cepa Sp59b) 

e) representado por ;zoapirillum amazonenae (cepa 

Am14l 

A... brasilenee contiene dos eubgrupos, que no se pueden 

diferenciar por estudios de homologta de DNA (13) y que sin 

embargo se han diferenciado con base en la capacidad para 

desnitrificar nitritos (13,53), as! tenemos: 
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o. J L. .l!J:il1~ ni r+ 

bl A... brasjlense nir-

desnitritico. 

no,desnitritico. 

Estos grupos tienen lo.e enzimas: 

- nitrito reducto.so. o.similito.torio. 

- nitro.to reducto.ea asimilo.torio. 

- nitro.to reducto.so. deso.aimilitorio. 

Pero lo que las diferenc1o. ea la presencio. u .o.uaencio. 

de.lo. nitrito reducto.so. deso.similo.torio.. Ambos subgrupos usan lo. 

enzima nitro.to reducto.so. deao.similo.torio. paro. 

producir ATP paro. el proceso de fijación de nitrógeno (6,13). 

2.2. Co.ro.cteristico.s Morfológicas y Culturo.les 

Se trato. de una bacteria Gro.m C-J. ligero.mente curvo., 

corto., móvil. grueso.. presento. grdnuloe 

polibetahidroxibutiro.to CPHBJ. de uno. micro. de didmetro por 2.1-

3.8 de largo (31,32). 

Esto.a bacterias presentan un flagelo polar cuando se 

cultivo. en caldo moditico.do. so.les, succino.to, peptona. CMPSSJ, 

que contiene MgS04.7H20, CNH4)2S04. Mn504.6H20, FeCl3.6H20 y 

peptona: cuando se cultivo. en o.go.r MPSS o. 30 e presentan o.demds 

flagelos lo.tero.los (31.32). El% de guanina+ citocino. (G+C) es 

de 67-71%. Bajo condiciones o.leo.lino.a o tensiones limitadas de 

oxigeno y en cultivo viejos, presento. formo.a largas. ovoidea, 

encapsuladas o pleomórticae. En cultivos pobres de nitrógeno con 

extracto de levadura adquiere la forma de espirilos de tipo 

largo. En ciertas condiciones. en medio liquido se torman 

estructuras de microquiates (Becking. 1982), citado por (26), 
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En medios con nitrógeno o en agar nutritivo se 

torman colonias elevadas. con bordes lobulados, brillantes, las 

colonias viejas presentan pigmento rosa en la mayoria de los 

medios (1,5,26,53). 

En agar modificado sales biotina CBMSl que contiene 

Acido malico. papa, azucar de cana. biotina. piridoxina. solución 

alcohólica de azul de bromotimol y agar. da lugar a la formación 

de colonias rosas. opacas. irregulares. rugosas, redondae, 

tipicamente elevadas. presentan mayor pigmento cuando so incuban 

en condiciones de luminosidad. En agar sólido libro do nitrógeno, 

so forma pequenaa colonias. duras. opacas, socas, de bordes 

completos (1.5.26.53). 

Las cdlulas que so cultivan en medios con azucar 

forman bastones curvos con gotas lipoidea (31). 

Los cultivos viejos en agar dan origen a cdlulas en 

torma de s y despuds do 3-4 semanas, se transforman en .quistes 

do forma casi eetérica los que son mas resistentes a la 

desecación que las células vegetativas debido a su forma redonda 

o inmovilidad (5,53). A.... lipotoruro requiere biotina para su 

desarrollo (39). 

Actualmente existen cinco especies: A.... amazonenso, A.... 

brs~!lense. A.... halopraeferons, A... liootorurn y A...~. seg~n 

oddey, Dobereiner, (1984). y Okon (1985). citados en C58) y por 

Khamas et al (30). 

Lae diferencias entre A.:.. amazonense. A. brasilenee y 

A.... l!poteruro se muestran en la tabla l. 
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A.amazonenee A.brasilense A.lipoterum 

Crecimiento en medio 
con pH mayor de 6.8 

Tipo de colonia 
en agar papa 

Tolerancia a 02 para 
la actividad nitrogenasa 

Desasimilación de: 
N03 --> N02 
N02 --> N20 

Ancho de las células 

Flagelo polar 

Flagelo lateral en agar 
nutritivo 

Célulaw polimórticae 
en medio alcalino 

Requerimiento de biotina 

Uso de sacarosa 

Composición de bases de 
DNA (% <l + Cl 

Tiempo de generación en 
medio sin nitr6geno a P02 
6ptimo. 

TABLA 1 

Muy pobre Bueno 

Blancas.plana Rosas 
borde elevado Elevadas 

Muy baja Baja 

-.+ + 
-.+ 

0.68+/- o.e 1.0 a 1.5 

+ + 
+ 

+ 

67-68 69-70 

10 h. 5 h. 

DIFERENCIAS ENTRE LAS ESPECIES DE AZOSPIRILLVM. 
SegGn Okon.(1982), citado por (21) 
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Bueno 

Rosas 
Elevadas 

Baja 

+ 
-.+ 

0.09 +/- 0.03 

+ 

+ 

+ 

+ 

69-70 

5-6 h. 



En tanto que la carocterlzoclón de A... halooroeferena 

(50A) y A... ~ (30) aOn se encuentro en estudio, estos han 

sido descritos como fijadores de nitrógeno y pertenecientes al 

gdnero Azosplrillum. Ambos tueron reportadas en suelos con alto 

contenido de sales. 

La primera fue aislada del pasto Leptochoo ~ CL) 

desarrollado en la reglón del PunJab de Pak!stan. A... lrokenae tue 

aislada de lo rizostera de arroz y se encontró tombidn asociada 

con las ralees de este miamo cultivo desarrollado en la región de 

Dlwaniayab (qadisya), Irak (30). 

2.3. Distribución ecológica 

Azospiri!Jum se encuentra ampliamente distribuido en 

la naturaleza. en tormo libre en el suelo y asociado o ralees de 

una gran variedad de plantas, cereales y pastos mediante lo 

simbiosis asociativa. principalmente en zonas templadas y 

tropicales (6,44,52). 

SegQn Doberelner el 60% se localiza en suelos de 

regiones tropicales y el 10% en regiones templadas como lo es el 

extremo sur de Brasil. EEUU. Pakist4n y Kenia, citado en (20) 

y por (15,39,43,52,59), 

En los suelos europeos hay menor incidencia del 

microorganismo. De 50 muestras sólo el 4% Jo contienen y 1% 

corresponde A... brasilense y 3% a A... licoferwn (39,51). 

En tanto que en muestras originarias de zonas 

templadas Vlassak y Reynders (59) reportan que el 50% 

presento o Azoepirillum.y que la distribución varia dependiendo 

del gradiente de temperatura. Loe paises de zonas templados donde 
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registró la bacteria tueron1 Grecia, Bdlgica, Canad4, Francia, 

Sufza, E.U, Nueva Zelanda y en zonas tropicales se encontró en: 

Egipto. India, Sri Lanka e Indonesia (59J. 

Tambi6n ha sido reportada la presencio de Azospirlllum 

en climas trios y en suelos 4cidos. como en Finlandia C24J. 

La gran distribución de esto bocteria se argumento por 

loe aislamientos etectuodos en muchas zonas del mundo, incluyendo 

zonas eubtropicales como Argentina C3) y México citados en 

(19,20,36). Lo cuol sugiere que Azospirillum es uno bacteria 

cosmopolita, 

2.4. Importancia Agricola 

Azospirll!um es uno bacteria que tiene caracteristicas 

que son de importancia ogricola ya que 6sta en tormo libre o 

asociada o diferentes vegetales, es capoz de tiJar nitrógeno y de 

producir !itohormonos (27,39,44,57). 

Algunos investigadores consideran que el etecto 

ben6tico de este microorganismo sobre la producción agricolo es 

causado por la producción do titohormonas m4s que por la 

fijación 

producción 

biológica do nitrógeno (43.54). Report4ndose 

do cantidades importantes de citocinina, 

la 

4cido 

indolac6tico y giberelinas. citado en C26J y (14,54). 

Se croe que el mayor efecto de las sustancias 

reguladoras del crecimiento os el estimular el desarrollo de la 

raiz, lo cual permite una mayor captación do nutrimentos 

presentes en el euelo y de esta monera se da una o todas las 

respuestas de lo planta a la inoculación (27,57). 

Azosp!r!llum en la naturo!eza participa en la mayoria 

de los procesos !nvolucrodos en el ciclo del nitrógeno (36). 
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esto porque: todos las cepos son capacee de reducir el 

dinitrógeno o amonidco. reducir el nitrato en rorma aeimilotoria 

y algunos cepos lo reducen en !onna desoeimilotorio cuando 

lo concentración de oxigeno es limitada (16,17,38), 

Lo anterior significo que Azoppirillum puede tiJor 

nitrógeno y dosnitri!icarlo lo que es muy importante en los 

procesos de traneiormoción del nitrógeno en el suelo citado en 

(28) y (6,49). 

2.5. Importancia económica y ecológica de loe biotortilizantee. 

Desde el punto de vista ecológico Azospirillum es 

importante porque su biomasa representa en la rizostera el 1-10% 

(42) y por su capacidad de tiJar nitrógeno y de deenitri!icor 

(7,45). procesos condicionados por la tensión parcial de oxigeno, 

Se considera que cerca del 50% de los cepas de 

Azo;pirillum son desnitriticantee(39), y en Mdxico en ciertas 

zonas del BaJio se ha intormado do la existencia de cepos 

deenitriticontee, Pena (1986) citado por (21). 

humano, 

ogricolo. 

Lo agricultura ee de interés en 

de oqui lo importancia del nitrógeno en 

El papel que Juegan los fertilizantes 

la alimentación 

la producción 

minerales como 

tuente de nitrógeno ha creado ciertas incovenienciae tales como 

su costo elevado, el mal empleo que ee hoce de ellos, lo que 

produc~ excesos de nitratos y nitritos que son contaminantes del 

agua de lixiviación, (2,43). 

Se sabe también que la producción mundial de 

tertilizontes no cubre la demanda, por lo que ee hoce necesario 

aplicar tdcnicoe auxiliares que coadyuven a la solución de dste 

10 



problema. Un~'. do éstas, eti el uso de procdaos microbianos. como lo 

es el de :¡a fijación· biológica.· del. nitrógeno. (55l. 
. . . 

Se ha co.mprobado que· es.te. proceso aporta por s t mismo 

la mayor cantidad de nitrógeno que las plantas requieren para su 

desarrollo, lo que fo.vorece:1.,:.tertilidad.del suelo puesto que 

parte del nitrógeno fijado penl\4nece en él disponible para 

cultivos posteriores (55). 

En México se reportan perdidas· en la· industrio. d~:'. ios_: .• 

tertilizo.ntes. Del Muro (l9B7l citado i!n·c2li ¡¿ q~~- ~e~e~illo l~ 
necesidad de importar el 10% de la 'demanda nacional .. (19831)· 

limitando el desarrollo del agro en los últimos. atlas.:-

Considerando la información anterior se·ha ·propuesto 
" 

como una de las alternativos paro. resolver los problemas 

generados por la producción y conswno de fertilizantes_ qutmicos 

el uso de Biotertil!zantee. en los que se emplean cultivos .de 

microoraganismoe que habitan la rizos tero del suelo, tal· ea . el;· 

COSO de Azospiri l lum que establece simbioB!s asociativo. • CO~·-· .. 

especies de gramJneas (50) . 

En la tabla 2 se presentan algunos resultados del 

efecto de la inoculación de ~zospirlllum en diversos cultivoB.

Observ4ndose que la respuesta de los vegetales o. la inoculación 

con AzosoirillUffi, es muy variable. 

Estos tipos de variaciones han sido reportadas por 

otros autores Albrecht y colaboradores (1981) y O'Hara y 

colaboradores (1981) reportan respuesta a la inoculación, Okon 

(1982 y 1983), Avivi y Feldman. Schanck y coleboradores (1981) 

indican incremento en el peso seco total de follaje y ra1z. as1 

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

11 



Zea maye a.., brae i1 en so 

Seto.ria A... brasilepse 
italica 

Sorghun bicolor A... bras!lense 

Tr!ticum A... braspense 
aestivwn 

Panicum A.... brasi!ense 
mi liaceum 

Zea maye 

Zea maye 

Pisum 
sativum 

A... ljpoferum 

A... lipoferuro 
Materia Orga
nica. Ferti-
zante nitro-
geno.do. 

A.brasqense 

26% de produce. Dobereiner y De-
en grano. Polli,1960(171 

34% de produce. Dobereiner y De-
en grano Poi li.1960(17) 

37% en cent.de Nur. Okon y He--
Nitrógeno. nis,1960 C41l 

122% en peso se Nur, Okon y He-
co. (g/planta). nis.1960 (41) 

30% peso seco Kapulnik, Okon, 
raizCg/planta). Nur.1981 (29) 

142% peso seco Kapulnik, Okon. 
roizCg/plantaJ. Nur.1981 (29) 

61% peso seco Kapulnik. Okon, 
raiz(g/planta). Nur.1981 (29) 

32% en cont.de 
nitrógeno. 

42% en cont.de 
nitrógeno. 

4% peao seco 
raizCg/plantaJ. 

Bodey,Doberei
ner, 1984 (7Al 

Bodey,Doberei
ner, 1984 C7Al 

Sarig. Kapulnik
Okon,1986(50Bl 

Tabla 2. Efecto de inoculación de Azosoirillum 
en diversos cultivos. 
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no siempre ocurre. Finalmente ·smith y colaboradores (1978) y 

Barber y colaboradores (1979) indican que no obtuvieron respuesta 

a la inoculación. citado en (58). La falta de respuesta 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 

inoculación con hzoepirillum en maíz y sorgo pueden reemplazar 

parcialmente la fertilización nitrogenada. El incremento en la 

producción lo atribuyen a que Azospjrillum suministro compuestos 

hormonales ademds de nitrógeno. ya que los inoculantes con esta 

bacteria inducen cambios en las relaciones entre el tallo y la 

raiz. Glatzle y Martin (1981), y Murayama y Germida (1988), 

citados en (58). trabajando con ma1z establecieron que la 

producción de 4cido indolacdtico por Pseudomonas ~ y 

Klebpiella. incrementan el crecimiento radical aumentando de este 

modo la superficie de contacto ra1z-suelo y la absorción de 

nutrimentos. 

Casas Campillo (1989), citado en (58) afirma que estas 

bacterias as1 como ~.r.1.l..lY!D producen sideróforos, que son 

sustancias que quelatan el hierro favoreciendo el crecimiento de 

las plantas. 

Azoepir! 1 lum tiene la capacidad para transformar el 

triptofano en 4cido indolacético. Reynders y Vlassak (1979) 

citado por (58) y de producir giberelinas y citocininas (54) que 

son fitohormonas que promueven el crecimiento de las plantas 

(58). 

13 



La planta juega un papel importante. ya.que además de 

las particularidades del microorganismo, le proporciona un 

ambiente adecuado al microorganiemo diazotrófico(44) y sumini~tra 

energia en el lugar donde ee eetá efectuado la fijación de 

nitrógeno por la bacteria: en el primer caso la planta debe 

proporcionar un ambiente con baja tensión de oxigeno, un pH casi 

neutro y una temperatura relativamente alta. 

Vlassak y Reynders (1981). citado en (58), indican_que 

para obtener una asociación Azospirilluro-ra!z provechosa es 

necesario seleccionar cepas de Azospirillum con: 

• Alto poder de infección 

• Alto poder competitivo 

• Alta y eficiente actividad de la nitrogenasa 

• Baja actividad en la desnitrificación 

• Producción elevada de fitohormonas 

As! mismo considerando otros factores como: 

• Selección adecuada de plantas y cultivos. 

• Suministro de condiciones ambientales en la rizosfera 

como son: baja tensión de oxigeno, pH neutro y la presencia de 

organismos cooperativoe en la zona de la raíz. 

Proveer condiciones óptimas para el desarrollo del 

vegetal y de la asociación: 

• Aplicación de dosis adecuadas de nitrógeno mineral 

Alto contenido de materia orgánica y 

relativamente bajo de potasio en el suelo. 

contenido 

Por otra parte indican que los suelos neutros, hllmedos 

y la temperatura y radiación solar elevadas favorecen esta 

interacción. 
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2;6.· Producción de inoculantes. c.onteniendo Azospirillum 

Los ·astúdios de BeiJerinck (1898). indican 

la necesidad , de sliministrar en forma artificial bacterias a los 

suelo.s;:a··.un·de·estimular el.desarrollo de las plantas. Con lo 

que ·se favoreció. el ·florecimiento de la industria de los 
' ~' - . ·: . : .· '_ - . " .. - - ' 

inoculant.é'! (26). 

en 

El éxito de la utilización de biofertilizantes se basa·. 

los resultados <ie investigaciónes con diferentes ~nfciqÚe1s".· 

referentes a: 

- Selección de cepas. 

- Determinación del o los mecanismos.de acción. 

-Determinación de loa factores que limitan o estimulan 

el establecimiento de los microorganismos introducidos al suelo, 

as1 como el mecanismo mediante el cual se favorece el desarrollo 

vegetal. 

- Evaluación del efecto de inoculación. 

Producción de inoculante. la cual implica la 

obtención de un producto de buena calidad y e bajo costo. el 

desarrollo de formulaciones que mantengan poblaciones elevadas de 

microorganismos viables y que sean de f4cil aplicación e nivel 

egricola C~Ol. 

La producción de inoculantes de Agospirillurn est4 

besada en la tecnologia empleada pera Rhizobiwn. Okon y Hadar 

(1987). citado por C~O). 

Los inoculentes son cultivos de c6lulas bacterianas 

seleccionadas y concentradas, que son impregnadas a un soporte 

estéril. El soporte es un tipo de suelo que dadas SUB 

caracteristicas tisico-quimicas permite mantener al 
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microorganismo viab.le el tiempo que se necesita para llevar acabo 

la inoculación en semillas sin que 6ste pierda la habilidad para 

crecer e infectar. 

El soporte m4s adecuado es la turba, que se terma en 

climas húmedos, de temperaturas bajas, y es el resultado de la 

acumulación y descomposición de depósitos vegetales que se 

conservan en condiciones de poca aireación en remansos de lagos, 

estanques y pantanos. Esta debe presentar caracteristicas como: 

Alto contenido de materia org4nica, alta retención de humedad, pH 

cercano a la neutralidad, de t4cil pulverización, adecuada 

adhesión a la semilla, de bajo costo, y t4cil esterilización 

(9. 25. 48). 

Otros materiales que pueden servir como soporte son: 

Aserrin descompuesto, roca fosfórica molida, levadura y sacarosa, 

carbón vegetal. compostas de c4scara de arroz, de mazorca de 

maiz, bagazo de cana de az~car. 

Loe soportes tienen diferente capacidad para mantener 

la humedad, esto determina la proporción de cultivo liquido que 

debe agregarse al hacer la inoculación y data debe ser del 50-60% 

(9,25,48). 

etapas: 

La producción de inoculantea se divide en cinco 

1.- Recolección y preparación del soporte 

2.- Propagación del inóculo en el cultivo .líquido 

3.- Mezcla del soporte con el cultivo, Uquido 

4.- Empacado adecuado 
·' ;: .:';' 

5.- Control de calidad de loa inoculahtea. (en las 
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diversas etapas de su elaboración). 

El método para inocular a 1\zospjrillum se basa en lo 

reportado para Rhjzobium, Okon y Hadar (1987), citado en (50). 

Estos mismos autores indican dos formas de efectuar la 

inoculación: por suspensión y dispersión granular al momento de 

la siembra. 

Aun 

llzospirillum 

cuando la respuesta a la inoculación con 

es muy variable los incrementos que se reportaron 

(tabla 2) indican que este microorganismo ofrece uno alternativa 

poro mejorar la producción agr!cola. 11 la fecha este tipo de 

inoculante se produce con fines de investigación para lo cual, el 

microorganismo se propaga en un medio con ~cido succ!nico y se 

impregna en turba. Lo anterior indica que es necesario generar lo 

tecnología 

base de 

específico para la producción de biofertilizantes 

Azospirillum. Para lo cual si bien son Qtiles 

a 

los 

antecedentes de Rhizoblum. debe enriquecerse con estudios sobre 

las caracter!sticas nutricionales y condiciones óptimas de 

desarrollo de este microorganismo en particular, asi como en la 

utilización de sustratos disponibles y de bajo costo que permitan 

obtener productos de calidad y de un precio accesible a los 

consumidoree. 

aspectoe 

factores 

Con base en lo anterior a continuación se describen los 

básicos sobre el metabolismo de llzospirillum y de los 

f!sicos que favorecen el desarrollo de este 

microorganismo. 
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2; 7. Aspecto' fisiológico y bioquimico de l\zosolril lwn 

· .. i; 7 :·i. > .. Fuentes de carbono y su metabo 1 ismo 

· ·son'usados propiamente ácidos orgánicos e hidratos de 

carbono. 

Tanto A.... brasilense como A.... lipoferum crecen y fijan 

nitrógeno en diferentes ácidos orgánicos e hidratos de carbono 

C35) .. Al parecer A.... brasilense está más restringido en el uso de 

fuentes de carbono, ya que si bien se desarrolla en la mayoria de 

los ácidos orgánicos tales como el láctico, piravico, eucclnico y 

mál ico no lo hace en alfa-cetoglutarato, y no fija nitrógeno 

en presencia de la mayor parte de hidratos de carbono tales como 

Eritrosa, D-ribosa, O-glucosa. D-manosa. D-sorbosa. sacarosa. 

manito! y glicerol. pero si en L-arabinosa. D-fructosa, D

galactosa y gluconato. Mientras que A.... lipoCerwn desarrolla en 

gran namoro de hidratos de carbono, loe mismos que para A.... 

brasilense y otros como glucosa, asi como en los ácidos orgánicos 

ya mencionados Cl,31,34,53). 

A.brasilenpe y A.... lipoterum al parecer crecen bien en 

metano y metano! como anicas Cuentes de carbono (31). 

Otros hidratos de carbono que apoyan el crecimiento de A.... 

liporerum son: maltosa, rhamnosa, meso-inositol. sorbitol y 

glicerol. El metano! apoya pobremente su desarrollo Cl,23,52) 

a.amozonense ha sido reportado como capaz de 

metabolizar: malato, sacarosa y trans-aconitato citado en (26). 

También se reportan como fuentes de carbono para 

Azopoirillum. aminoácidos (medio semisólido) tales como la L

alanina y glutamato que fueron empleados por esta bacteria y L-

tirosina y L-triptotano que no fueron metabolizados (47). 
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A... brasi!ense es capaz de metabo!izar mono y disacáridos 

componentes de la pared celular de las plantas, pero incapaz de 

utilizar polisacáridos que componen dicha pared (37), 

Azoepjrillurn fija nitrógeno molecular empleando como 

anica fuente de carbono C02. Estos estudios fueron realizados con 

Azospirillwn aislado de la rizosfera de arroz y de ~ 

mrut11n!!m· Munoz Garc!a, Caballero-Mellado (1982), citado en (25), 

La actividad más alta en la reducción de acetileno 

se obtienen con malato, gluconato y rructosa en A... brasi!ense 

(42) y en A... lipoferum con malato, arabinosa, glucosa, xilosa 

(26). 

braaileneo y A... lipoferum muestran elevada 

actividad de 1-roerorructocinasa, cuando desarrollan en tructosa. 

no ael cuando loe cultivos desarrollan en malato con NH4 o N2. La 

actividad de la 5-foefotructocinasa ea muy baja en ambas cepas 

(3~). 

Cuando A... liooterum se desarrolla en fructosa o 

glucosa. se presenta actividad de la hexocinasa, mientras que A... 

brasi!ensp desarrollada en fructosa o malato no la presenta (3~). 

La glucocinaea y enzimas relacionadas con la ruta 

Embden Meyerhof-Parnaa CEMP) han sido detectadas en A... braeilenae 

y A... !ipotprum. 

Las enzimas relacionadas con la ruta de Entner

Duodoroff CEDJ eatuvieron presentes en A... licoferwn. 

La preeencia de las enzimas involucradas en 

catabolizar malato. succlnato y piruvato han sido demostradas 
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(3~) en A... brasi!enpe y A... llpoterum desarrolladas en tructoea o 

malato. con lo que ee comprueba la existencia de loe 4cidoe 

tricarbox!licos (TCA) (31), adem4s de que estas cepas muestran 

actividades enzimaticas propias del ciclo del g!ioxi!ato (3~.61). 

Ninguna de las dos especies mencionadas es capaz de 

desarrollar y fijar nitrógeno en sacarosa. no as! una especie 

recientemente descrita, A... amazonense, que redujo el acetileno 

cuando se desarrolló en sacarosa (35). 

Das y Hishra (12) demostraron que A... brasilenae usa 

muy efectivamente la tructosa para su desarrollo y reducción del 

acetileno. tambidn reportaron un alto incremento en lo producción 

celular con tructosa cuando se le anadió Ión amonio (35.61). 

Cuando se usa la glucosa las enzimas relacionadas con 

las rutas EHP y ED eetan presentes, por lo que la glucosa y la 

tructosa probablemente sean catabolizadas por A... lipoterum por 

las rutas EMP y EO. 

La ausencia de tostog!uconato deshidrogenaea en ambas 

especies de Azospiri!lum sugiere que ninguna ruta oxidativa de la 

hexosa-monotostato es efectuada por estas cepas (3~) . 

El etecto de algunos inhibidorea relacionados con las 

rutas EMP. ED y el ciclo de loa TCA han aido reportados (3~). 

As!. el t!uoruro de sodio inhibió el desarrollo y bloqueó la 

formación de C2H4 en A... lipoterum y A... braai!enae en medio de 

tructosa sin NH4, no ocurriendo eato cuando cuando desarrollaron 

en malato o succ!nato. 

El iodo acetato (IAA> de sodio, el t!uoroplruvato de 

sodio <FPyr) y el malato de sodio inhibieron el crecimiento de 

las cdlu!ae deaarro!!adas en tructosa y malato (3~). 
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La capacidad metabólica del género Azospirillwn aun no 

es bien conocida. actualmente han sido reporta.da.a el neo 

diferentes especies amazonense, brasilense. 

halopraeferens. A.... ~ y A.... lipoferum !12.30.40,58). Los 

estudios m6s completos sobre el metabolismo corresponden !.:.. 

brasileneo y A.... lipoferum. mientras que los otros se encuentran 

en investigación. Figura l. 
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2.1.2, Fuentes de nitrógeno y su metabolismo 

microorg4nismos us4n un4 gr4n voried4d · de 

mol~cuf4s ni.trogen4dos como tuente de nitrógeno. 

El nitrógeno gaseoso, el 4monio. el glut4m4to,· y 14 

·glut4min4 son l4s mejores tuentes de nitrógeno, sin embargo 

existen otr4s fuentes secund4rios entre los que se escuentr4n 

nitr4tos, nitritos, purinos. proteinas e incluso 4minodcidos 

(22.47), extr4cto de leV4dUr4 y pepton4 (26). 

El 4monio, producto de 14 reducción del nitrógeno por 

14 nitrogenoso. es preferido por todas los bacterias fijadoras de 

nitrógeno como la fuente de nitrógeno que promueve mds 

rdpidomente el crecimiento, que cualquier otro sustrato (6). 

Azospirillum puede usar como anica fuente de nitrógeno 

para su desarrollo el N2 en condiciones microaerot!!icos y 

produce altos niveles de pollbetahldroxibutirato. su peso seco 

aumenta en un 2~% m4s, a consecuencia de este Cll. 

En cultivo la s!ntesis de 14 nitrogenaso y su 

4ctividod son reprimid4s por 14 inclusión de c4ntid4des 

aigniticotiv4s de nitrógeno combinado CNH4l. Jo que puede combi4r 

14 mortologi4 de 14 b4cteria h4ciendol4s m4s Jorg4s, disminuyendo 

su didmetro y al parecer tormando m4s espirales que con N2 (1). 

Se ha reportado que A... bresj!ense des4rrol!4 en 

cultivos continuos utilizando nitratos. nitritos. y óxido nitroso 

como aceptores de electrones en la respiración (10). Bajo 

condi clones anaeróblcos, Azospiril !uro utiliza nitrato como 

aceptor de electrones en lo respiración y/o reduce a nitrógen~ 

molecular via nitrito y óxido nitroso ClOl. 
' :i-

Azosplrillwn se distingue por su versatilidad.~ con 
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respecto al metabolismo del ciclo del nitrógeno. La bacteria 

puede llevar a cabo todae las reacciones del ciclo del nitrógeno 

excepto la nitrificación (10), Figura i. 
Dependiendo en particular de lae concentraciones de 02 

y de nitratos y de la disponibilidad de carbono organico, 

Azospirillum puede ser involucrado en los siguientes procesos 

(36): 

l.- Fijación de nitrógeno en ratees o suelos para lo 

que requiere de sustratos de carbono que eon suministrados 

-a traves de la fotos1ntesis de la planta o de la descomposición 

de materia organica. 

2.- Reducción desasimilatoria de nitrato a nitrito. 

3.- Desnitriticación de nitrato, liberado en el ·suelo 

o agregado como fertilizante, con la consecuente liberación -de 

nitrógeno gaseoso. 

4.- Asimilación de amonio, nitrito o nitrato. 

~.- S!nteeis de materiales organicos, 

De las transtormaciones llevadas a cabo 

Azospirillwn en el suelo tenemos (22): 

por 

La amoniticación, que es el proceso mediante el 

cual las proteinas y otros compuestos organicos nitrogenados son 

degradados por la microtlora del suelo, con la liberación tina! 

d9 amonio. 

Proteasas Polipéptidasas Dipéptidasas 
proteina--------->Polipéptido---------->Dipéptidos--->Aminoacidos 

nH20 nH20 nH20 

Los aminoacidos (aa) son degrados también, liberando 

amonio a través de diferentes mecanismos: 
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al Desaminación por remoción directa de amonio 

R-CH2-CH-COOH--------->R-C•CH-COOH·+ NH3 NH2 . . . 

blDesaminación oxidativa 

R-CH-COOH + 1/2 02 ____ :_::_~>ii-'co:..cooH + NH3 NH2 . . .. ·... . ... 

cl Desaminación reducti~~· 
R-CH-COOH + 2H ------->R-~~2~~cloH+ NH~ 

NH2 . f,.·; <C'. 
dl Descarboxilación 

R-cn-coon ----------> ii-cfi2-NH2+co2 NH2 ·· ... 

Desnitriticación,. reducción microbiana de N03 a N02 

con perdida de nitrógeno del suelo, al ser liberado como 

nitrógeno molecular y óxido nitroso. 

+4H +2H 
2!!N03 -------------> 

-2H20 
Nitrato reductasa 

2HN02 -------> 2NO 
-2H20 

+2H 
2NO ----------------> N20 

óxido nttrico 
reductaea 

nitrito reductasa 

+2H 
-------> N2 

óxido nitroso 
reductasa 

Asimilación, existe en el suelo otra reacción de 

reducción de nitratos, también mediada por nitrato reductasa que 

ditiere de la desnitrificación en que no se torman NO y N2 como 

productos tinelos, sino NH3. Esta reacción corresponde a la 

asimilación, o sea la utilización de N03 como nutriente. 

2HN03 ---> 2HN02 -->?---> 2NH20H ---> 2NH3 
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2.7.3. Fijación Biológica Del Nitrógeno 

El nitrógeno es abundante en la atmósfera terrestre. 

represento el 80% de los gasee que la forman: ein embargo, las 

plantae y los animolee son incapacee de utilizarlo. solamente los 

bacterias fijadoras de nitrógeno pueden aprovecharlo reduciendolo 

" NH3. 

A lo 

biológic4 de 

fijar nitrógeno 

conversión 

nitrógeno: 

est4n lae 

de N2 o NH3 se le llama fijación 

entre loe bacterias capaces de 

del género Azospirillwn. Eetas 

bacterias 

llamada 

pueden asociarse con plantas como las gram1neas en la 

simbiosis asociativa, y efectuar la fiJ<lción del 

nitrógeno atmosférico (22). 

La fijación biológic<l del nitrógeno se efectaa gracias 

a procesos acoplados al metabolismo del microorganismo donde una 

enzima la nitrogenaea cataliza tal sietema. La nitrogenasa. 

requiere para su acción condiciones tales como: escasez de 

ox1geno, de amonio, y de nitrato que la deetruyen, Barbero (1982), 

citado en C26l. para su activación requiere magnesio, de ATP y 

ADP. Bidwell. Cl979Jy Postgate, (1981). citado en (49). 

La nitrogenaea es pues 14 enzima que cat<lliza la 

reducción de N2 " NH3 y esté formada por dos 

incapaces de fijar nitrógeno por separado y por un 

contiene molibdeno. hierro y azufre. 

componentes 

factor que 

El componente I o prote1na Fe-Mo. pesa 200 000 Daltons 

y est4 formada por dos tipos de polipéptidos que se asocian en 

forma de tetrémero. 
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El componente II o proteina Fe, pesa 50 000 Daltons, 

y está tormade por dos subunidades idénticas con 1 a 4 átomos de 

hierro. 

Este componente es reducido por terredoxinas, 

tlavodoxines o NADPH: en el estedo reducido se le une une 

molécula de Mg-ATP, esta unión resulta en un cambio 

conformecional que permite que este componente interaccione con 

el componente I trensfiriendoles sus electrones. durante este 

proceso se transforme el ATP en ADP. El componente reducido, 

trenstiere sus electrones el N2 convirtiendolo en NH3. La 

conversión de N2 en dos moléculas de NH3 gesta de 12 e 15 ATP 

C22J. 

Le reacción general de le fijación biológica del 

nitrógeno se describe de la siguiente menera: 
+ + 

N2 + nATP + 6 NADPH + 2H ----> 2NH4 + nADP + nPi + 6NADP + 6e-

El amonio obtenido de la fijación biológica del 

nitrógeno es incorporado a los compuestos orgánicos pare ser 

transportados e la planta huespéd. Existen dos sistemas 

enzimaticos para la asimilación del amonio (39): 

1.- Sistema mediado por le glutameto deshidrogenesa 

CGDHJ. 

COOH 
e-o 
CH2 + 
CH2 
COOH 

COOH 
+ GDH H-C-NH2 

NH4 + NADPH ----~----> CH2 
CH2 
COOH 

+ NADP + H20 

Acido elfe-cetoglut4rico Acido glut4mico 
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2,.;. Sistema medio.do por gluto.mino. sinteto.sa/glutamato 

eintaso. CGS/GOGAT). 

(GOGAT: L-glutamin-2-oxoglutarato aminotransterasaJ 

COOH 
H-C-NH2 

CH2 
CH2 
COOH 

+ GS COOH 
+ NH4 + ATP ---~------> H-C-NH2 + ADP + Pi 

CH2 
CH2 

O•C-NH2 

Acido glutdmico Glutamina 

COOH 
H-C-NH2 

CH2 
Cl!2 

O•C-NH2 

COOH 
H-C-Nl!2 

CH2 
CH2 
COOH 

COOH-. 
GOGAT . H-C"'NH2 ' --------'-"--;:;">. -- CH2 . 

CH2 
COOH 

Gluto.mino. Ac. o.Jto.-cetoglut6rico Ac •. ·glut&nico 
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2.7_,4. Metabolismo del hidrógeno 

Por muchos anos se ha reconocido una relación entre el 

metabolismo del hidrógeno y la !iJación de nitrógeno. El continuo 

inter4e en eeta area se centra sobre el papel dual de le 

hidroqenasa pare producir una alta eficiencia de tiJación de 

nitrógeno. Por una parte determine el reciclamiento del p'oder 

reductor, e indirectamente provee una baja tensión de oxigeno 

para ejercer as! una función protectora (62). 

Se han encontrado dos sietemas diferentes en 

combinación, uno que produce hidrógeno y otro que lo oxida e 

travee de reacciones que dependen del oxigeno, y que se acopla a 

la e!ntesie de ATP: 

1.- La producción de hidrógeno, en el que la 

n!trogenaea catoliza varias reacciones de reducción, que Incluye 

la producción de hidrógeno dependiente de ATP, donde por cada mol 

de hidrógeno generado. se necesita un par de electrones y cinco 

moles de ATP (8,18). Haeta el 33% del flujo de electrones a 

travds del sistema nltrogenaea es empleado en la producción de 

hidrógeno (8,~6). La producción de hidrógeno que depende de la 

nitrogenaea necesita de oxigeno (6). 

2.- La oxidación del hidrógeno, se ha establecido que 

la concentración de hidrógeno presente por la actividad de la 

nitrogenaea alcanza niveles en que eeta ee inhibe (8), gracias a 

la hidrogenaea, se oxida el hidrógeno generado por la nitrogenase 

a una velocidad equivalente a la max!ma de producción que evita 

dicha inhibición (8J. El mecaniemo de oxidación del hidrógeno 

produce ATP, proceso que coneume el exceso de oxigeno presente 

(8,17). 
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Los procesos d~ oxidación· y reciclaje· del hidrógeno 

son realizados e'n torma' natura1··por la enzima hidrogenasa en 

sistemas aerobios tijadores d.e nitrógeno (6.s;1S,46.60J. 

La !unción de la hidrogenasa, al parecer est<I 

intluenciada por la concentración de la glucosa y posiblemente 

con el consumo y tolerancia al oxígeno dado que al tina! del 

crecimiento, cuando disminuye la glucosa y la fijación de 

nitrógeno es m4xima se observa un incremento en su actividad. en 

la tolerancia y consumo de oxígeno. lo que sugiere que esta 

enzima protege a la nitrogenasa del oxígeno (6,60). dado que 

cuando hay demasiado oxígeno este participa en la oxidación de la 

fuente de carbono, disminuye su nivel y estimula la actividad de 

la hidrogenasa (8,46.60), 

2.7.5. Metabolismo del Oxígeno 

La microaerofilia es un mecanismo eticiente de 

protección al oxígeno. que se necesita para la fijación de 

nitrógeno y para la expresión de la nitrogenasa (6). 

En comparación con otros microorganismos tijadores de 

nitrógeno la velocidad de crecimiento de Azoscirillum se ve 

limitada por su capacidad para fijar nitrógeno que depende de la 

concentración de oxígeno en el medio, ya que la nitrogenasa es 

muy sensible en presencia del oxígeno (1,6,17,39.~3). 
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En medio semieólido (6,39). el microorganismo gracias 

más a su movilidad, migra hacia la posición 

estableciendose en el lugar donde existe la 

adecuada de oxigeno para la producción de ATP 

fijación de nitrógeno, ael, se agrupa tormando 

caracterlstlca donde el oxigeno se consume 

tavorable 

(11.17,39). 

concentración 

y la óptima 

una pe!lcula 

rápidamente 

Ha sido reportado que cuando la concentración de 

glucosa o lactosa disminuye (0.05%), la tijación de nitrógeno, el 

desarrollo y la tolerancia a oxigeno aumentan (17). 

En el caso de A,. amazonen~e la concentración óptima de 

oxigeno respecto de lae otras especies. es máe baja y tiene un 

limite más pequeno, dada la baja tolerancia de su nltrogenaea al 

oxigeno. 

2.7.6. Etecto de temperatura y pH. 

La temperatura óptima para el crecimiento dependiente 

de nitrógeno para Azospirlllll!D ha sido reportada entre 32 y 40 C 

y ee similar a la de otras bacterias tljadoras de nitrógeno 

tropicales. La actividad de la nitrogenasa de Azosoiri!U!m es 

sensible a temperaturas a bajo de 18 e . Day C1977l citado por 

(6), y la temperatura óptima para su actividad es de 33-40 e 

(1,11,39). La temperatura encima de 40 e Incrementan la actividad 

de la nltrogenasa pero el perlódo de vida se reduce y despuds de 

5 h. es inhibida (1,11,39). 

A 45 C ee inhibe totalmente la actividad y desaparece 

en 30 mln. (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 cepas. de Azo.spirillwn 

reportadas tienen una temperatura óptima similar para la fijación 

de nitrógeno. aunque se ha reportado tolerancia al trio. Neves 

C1976J citado por C6l. 

Respecto al pH. el valor óptimo para el crecimient«> 

dependiente de dinltrógeno para l\zospirillwn estd situado entr.e 

6.8 y 7.8 CllJ. Se especulo que la fijación de nitrógeno por 

P.zospirillum ocurre en le. superficie o dentro de l4s célulds- de 

la ralz. donde el pH espec!f ico puede ser encontrado. 

Para A,_ amozonense el pH óptimo de desarrollo es 6.0 

Malgahes (1983) citado en (43). 

Se ha demostrado que la presencio de Azospirillum en 

los suelos depende del pH de estos. sugiriendose que las raíces 

de los pastos ofrecen condiciones óptimos poro lo bacteria 

pennitiendo su desarrollo en suelos con valores bajos de pH (15). 

2.7.7. Corotenos. 

Cuatro carotenos diferentes han sido aislados y 

purificados de lo membrana de lo bacteria fijadora de nitrógeno 

11.brosjlense ~. desarrollando en oerobiosis y 1 de la cepa cd-1. 

La síntesis de carotenos no ocurre en condiciones microaeróbicaa. 

Las cepas mencionadas de Azoapirillum contentan una cantidad 

similor de citocromo c (41). 

Lo s!ntesis de carotenos fue inhibido en células 

cultivados en presencio de concentraciones mayores de 10 mM de 

NH4Cl pero confonne disminuye el nivel (5 mMJ se favorece la 

actividad de lo nitrogenasa y se estimulo la s!ntesis de 

carotenos tormandose agregados (41). 
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Los carotenoa parecen tener función de protección del 

sistema nitrogenaaa sensible al oxígeno. en microorganismos que 

pueden cóneumir oxígeno y sus radicales (41), 
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III. PARTE EXPERIMENTAL 

El .trabajo se hizo en el Laboratorio de Microbiolog1a 

Experimental de la Facultad de Quimica, UNAM. 

Con objeto de desarrollar la formulación de un medio 

de cultivo de bajo costo y que permita obtener poblaciones 

abundantes de Azoepir!llwn en periodos de incubación cortoe. 

Se probaron dos cepas: Azoep!rillum brssilenee Sp7 

CATCC 29145) y ~zoepjrillwn lipoterum VS-1 aislada de ralees de 

sorgo cultivado en Valle de Santiago, Gto. 

Se determinó el crecimiento de esta cepas en cinco 

medios de cultivo en los que se varió la fuente y dósis de 

carbono. nitrógeno 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 Activación de las cepas y comprobación de su pureza 

A los cultivos stock se les comprobó pureza por 

observaciones en fresco (morfológicas) y mediante tinciones de 

Gram. 

La activación de las cepas se efectuó mediante 

resiembras sucesivas, por periodos de 72 h, en medio NFb, 

incubando a 33 c. Se verificó su actividad mediante la 

observación en fresco de eu morfología y de la movilidad típica 

de cada cepa. 

3.2 Selección de medio de cultivo 

Se determinó la velocidad de 

Azoaoiril lum en diterentee medios de cu! tivo, Para . ~110·~'·:· se 

procedió a: 

- Activación de las cepas mediante inocúlación de una 

asada en medio de cultivo NFb liquido, se incubo a 33 C durante 

·.72 h en agitación a 200 rpm. 

- Adaptación de las cepas en los diferentes medios. 

En matraces nefelométricos de 250 ce conteniendo 100 

mi del medio de cultivo a probar fueron inoculados con.10 mi del 

cultivo previamente activado. incubandoae en las condiciones 

antes mencionadas. 

Curva de Crecimiento 

Los matraces que contenían los diferentes medios a 

probar fueron inoculados con 10 mi de los cultivos previamente 

inoculados con fines de adaptación a loa medios a ensayar. 

A los diferentes cultivos se les ajustó la población a 
7 

~xlO células/mi mediante la adición de medio de cultivo estéril y 
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determinación de turbiedad en. un nete.l.Ometro KleÚ-sumerson con 

tiltro·verde ( 7 Unidades Klett). 

Ceda cultivo tu6 inoculado en proporción de.lO%·en los 

diterentes medios e ensayar. procedUndose e incubar en :1as 

condiciones entes descritas y e determinar le turbiedad 'cede ,a· 

horas e tin de elaborar les diterentes curvos de creciinienfo .. ·En 

todos los cosos se veriticO le pureza de los cultivos .. e 

diferentes periodos de tiempo. Este procedimiento se siguio·en ·5 

experimentos realizados con ;zospirillwn bresi!ense y 2 con 

l\zosciri ! lwn 1 ipoterum. 

En el primero se empleo un medio de referencia que 

contente como fuente de carbono acido succinico y se comparo con 

4 medios que contenion glicerol. Le dOsie de glicerol se 

estableció con bese el m6todo estedistico propuesto por Box 

Wi!son (7BJ. con cada une de les dOsis de glicerol se probaron 

dos dOsis de nitrógeno (ver table 31. 

Con bese en los resultados obtenidos, en el segundo 

experimento se aumentaron lee dOsis de glicerol (ver table 4) y 

en el tercero se probo le mezcle de ácido succinico y glicerol 

(table ~): manteniendose en ambos les dOsis de 

iniciales. 

nitrógeno 

En el 4to experimento se probaron dOsis crecientes de 

tuente de carbono y nitrógeno (table 6). 

Pera continuar los resultados en el 5to experimento se 

el iminO le fuente de glicerol (table 6 sin gl icero!) y en el 6to 

se repitieron les curvas de crecimiento en ·¡os medios 

sele~cionados e table 6) . 
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Con base en los resultados obtenidos para 

brasilgnse y considerando que A.. lipoferum requiere de biotina, 

se determinó la velocidad de crecimiento de esta especie en 

presencia de biotina y otras fuentes de vitamina de costos m4s 

reducidos (Tabla 7). De este experimento se seleccionaron tres 

medios cuyo efecto se comprobó en el ültimo ensayo. 
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'. ' " • • 1 ; .~ • _:' e- ,: '. ~: - '. ' 

--------------------------------------------~--------------------~--
El'l ... gr.llnos/ I 1 tró 

---~-------------------------~-~--~~~-------------~--------:---
i---~~:::~~~--1-~~~:.::_~~-:..:. __ ~~~¿~=-=~-~~-g:c.~:L;~~~~~=:.~~-:.~·i•· 
!Ac. Succ!nico 5.0 ·· ·.: ·!:.· - f~t·· :·"'- , .. :: :~,;-,!·'-~' 

i~~~~F:H20 º· 5 
1 ~:g 1 ~:g:{ ¡_:tJ}~ ~-,fÜ~·t·tf 1 · 

!Nac1 g:f g:f g'.L> 1 :.0;1 •:+'1 .· 0;1 ! 
1cac12 0.02 0.02 0;02··.··· i"•' 0¡·02 ,,.,. r-:yo,02· ·I 

¡~~~~~2g20 ºº~gf g:g~2 ºº~gf. :-'Mºo~gr .. ¡g;g~~ 1 

!FeC13.6H20 0.002 0.002 0;002 .!:,0;0;()02> ! - 0,002 
!NH4Cl l.O 0.4 1.6 r·:•·-· 0.4 - -!·-· f.6 . 
!KOH 4.5 4.5 4;!5 ¡;·; 4;is. ! · .. 4.!5 
!-----------------------------------------'-~-~:.~~:.:.-:..:.~:.:. ___ ;._:.¡ 
Fuente: Cálculo de gabinete. :• 

Tabla 3. Medios de cultivo probados inicialmentei.para A;brasilense. 
Ver Gráfica I · ·-- --------------· 
Ret• Medio de Referencia ·-- .--

. . c.;"._: - ., . '-.·----!" 

'":-:--·--. ?:-~-:·. ':~~::,:~::- ' 
------------------------------------------------------~------------

REACTIVOS ! (Re!.) K 1 A-·- -1·: :,a·-~'---·-F';~; -c.:.:·--·.:!-··'' o- --!-· 

! ~~i:~~~í~i~~- ---~-----¡--::~~(:{;'."-ff~z~~[K;~¡~~--:o~;:Ds:T:;-:-:::¡" ... 
!K2HP04 0.5 0.!5 0.!5. I .' 0;!5 '·• ! . 0.!5 
!MgS04. 7H20 0.2 0,2 0;2 , 0~·2 L:· 0.2 
!NaCl 0.1 0.1 0,1 0,l . - L, O/f º! 
!CaC12 0.02 0.02 0.02 0,02 0.02· · ! 
!Na2Mo04.H20 0.002 0,002 0.002 · 0.002 0;002 : ! , 
!MnS04.H20 0.01 0.01 0.01 0.01 .0.01 · 
!FeCl3.6H20 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 
!NH4Cl 1.0 0.4 1.6 0,4 1.6 
!KOH 4.!5 4.!5 4.!5 ! 4,5 4.5 ! 
!---------~-----~--------------------~--------------~-------------! 
Fuente: Calculo de gabinete. 
Tabla 4 .- Medios de cultivo en los que se incrementa la.concentra

ción de Glicerol. para A.bresilense. 

Ver Gráfica II 
Re!• Medio de Referencia 
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En gramoe/ Ú tro 
---------------------------------------~--.:. ___ .;..;__-_-~..;-~..:...:;;....:-_______ ..;._ 

! REACTIVOS ! (Ret.) K ! A !_ - B_ - _! e - <'! . D ! ___________________________________ _; _____ .":'~~~~""."~~--.:.---~-...:;;;..;,;._ !- ·.-'-

! Ac. succ!nico 5.0 ·1.5 I> 2'.5- · L5 •r- -•,·2,5 

¡~~~~~~01 u ~:g ¡ n <tg' -; tr 
!HgS04. 7H20 0.2 0.2 - !<- 0;•2 -·- ! ''O 2c. --;¡- 0;2 r 
!NaCI 0.1 0.1 0.1 -~1,·Lo:·f'.~ · r }0.1 Í 
1cac12 0.02 0.02 1 o·.02 1 -:-0.02 ·,¡'- 0;02 
!Na2Ho04.H20 0.002 0,002 ! 0.002· --l-':0;002; -'.1i- -0;002 1-
!MnS04.H20 0.01 0.01 0;01 - :o.OF--_I 0.01 
!FoClJ.6H20 0,002 0.002 0.002 .:0;002 !· 0:002 
!NH4Cl 1.0 0.4 1.6 ;;o

4 
•• ~---- _I_ 1.6 

!KOH 4.5 4.5 4.5 - .,. ·-¡ :4,5 
!---------------------------------------------~-~-.:..;.;:__~~..:-~~~~------! 
Fuenter Cálculo de gabinete. 

Tabla !l. CombinacicSn de tuentee de Carbono r Glicerol_y_Ac;·succínico. 
para A.braeilenee. 

Ver GrS:tica III 
Ret• Medio de Reterencia 
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!KIS04.Bl0 

!r1Cll.611l0 

!IH4CI 
! 

O.DI 

D.DDI 

l.D 

ID fil10l/lllr0 · 

O.DI D.01 

O.DDI O.DDI 

D.4 0.8 

0.01 

0.002 

1.2 

1.01 D.01 0.01 

0.002 0.002 0.001 

1.1 2.0 2.4 

!1111 ! 4.1 ! 4.1 4.1 4.1 4.1 4.1 ! 4.1 

! 

!·--·---~------··---~------------··--·------···--------··-----·------··---- .. -~ 
111111: Cllttlo 41 g1b111l1. 

T1bl1 6. lari1ció1 41 cotculmi!t 41 tml11 41 Carboao, pm l.brulhm. 
lor 6rlfici 11 
hf•Wdio41 hfln1cl1 
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....................... ---···--·----·--·---··~·-~-----·-.;-~~-~:.~:~ .... -.. :.:~: .. ___ ~~~.;; ..... 

! lllCTllOS ! lle!, l 11 ! El !-----------------·--------------------.;. ...... ~.;,-~---·-~-'---~--~-~:. ........................ 
!lo. SmÍaloo l.O 1.1 1.8 ·1 1.8 1.8 
!lli<nol 15.l 15.l ll.l ! ll.l' ¡¡;¡ L 
!12HP04 u O.l O.l O.l O.l 0.1 ! 
!lgSOl. 71110 0.1 0,1 u ! 0.1 o;¡-_ '! 0:1 ·! 
!l1CI .0.1 0.1 u 0.1 0.1· 0.1 
!C1Cll 0.01 0-02 0.01 0.02 0.02: 0.01 
!1121oOU20 0,001 0.001 0.001 0.001 0.002; ! .0.001 
!l1SOl.HlO 0.01 UI º·º' 0.01 0.01 .! D.01 
!flCll.61120 0.002 0.002 0.002 0.002 ·0,001. 0.001 
!IH4CI 1.0 0.4 0.8 1.2 1.6. 2.0 
!llollDI .002 .002 !~ -: 
!!rt. Lmdm 1.0 1.0 f. . , . 

!L1cord1 Miz ! 11·:. n 
!11111 4.l u 4.l 4.l 4.5' r 4.l ! 
-----------------------------------------------·---------·.;~ __ ;..:,~;,-~;...-· ...... :.·' -. -

Fmh: CÍI01lo de g1b111t1, 
T1bl1 7. lod101 d• "lt!vo p<ab<dos loio!ll11elt pm l,l!poteru.;:. _ .. 

rer 6ríti<1 n ·. ··'·-'·····,·. 
ilf• ltdio do iefenD<il 

············································-·····-~; .... ,;.; __ ,,_, .......... , 
! llgrtoo1/lltro .·· ,: , . ! 
!--·-----------·--------------------·----------~------~-~---.;.~ ...... :.;;: .. :: .. ~ ............. ! 

l. l!potma : .. o/ . Urullme 
, .................................................................. _______ ,. ______ ,. ... _,._,. ............................ .;. .......... ! 

1 memos 11101.111 ! n u r !lltt.11 ! 
, ................................................................................................................. - ............................ ! 
!lo. Saccíoioo 5.0 1.8 1.8 5.0 1.8 
!llln<al 15.5 15.5 15.l 15.l 
!llffl'04 0.5 O.l º·' 0.5 O.l O.l 
!lgSOl.7BlO o.z 0.1 0.2 0.1 0.1 0.2 
!llCI 0.1 0,1 0.1 0.1 0.1 0.1 
!C.Cll 0.01 O.DI 0.01 0.01 0.01 O.DI 
!lllloOl.HlO 0.002 0.002 0.001 0.001 0.001 0.001 
!loSOl.HIO 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 O.DI 
!FeCll.IHIO 0.001 0.001 0.001 0.001 0.002 0.001 
!IH4CI 1.0 0.4 0.8 2.4 1.0 0.1 
!llot!DI .002 .002 
!!rt. Lmdm 1.0 
!L!oor dt 11!1 1, 
111111 u 4.5 4.5 4.l u U· ................................................................................................... -..... --J---·---------------.. 
Tibie 8. !ediOI d• odt!vo 11lmimdo1 pm h prep1m!Óo de 11ml111t1 

dr l101plrllloa 

fer 6rít1<1 illl 
Rel•ledio di Rthrmh 
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3.3 Producción del Inoculante 

Se detenninó el efecto de los medios seleccionados 

sobre la viabilidad de Azoepirillum en el biotertilizante para lo 

cual· se prepararon a tipos de inoculanto 3 para A... braeilonse y ~ 

para A... lipoferum. 

Soporte. So emplearon 2 tipos: turba y mezcla de turba 

con paja de maiz cvol/volJ. 

La turba fué tratada con carbonato de calcio en 

proporción do 5%, una voz neutralizada ee molió y pasó a través 

de un tamiz de 200 mallas. 

La turba so dividió en doo lotee, uno para emplearse 

directamente como soporte y el otro tué mezclado con la paja de 

maiz. 

La turba se distribuyó en 3~ trascos Gorbor y la 

mezcla do turba con paja de maiz en 15: en proporciones de 

20g/frasco procediéndose a esterilizar en autoclave a 121 C 

durante 2 horas. 

Lae cepas se inocularon on loe modios seleccionados, 

se incubó a la temperatura de 33 C. en agitación a 200 rpm hasta 

alcanzar las poblaciones requeridas (mitad de la tase 

logaritmica) lo cual garantiza la presencia de microorganismos en 

crecimiento activo para lo que tinalmente se ajustó la población 
7 

a 5x10 células/mi, adicionando medio de cultivo estéril. 

Inoculación do los soportes: El volumen de !nóculo que 

se agregó a cada soporte se estableció previamente para tener el 

% de humedad y consistencia que tavorecen la multiplicación y 

sobrevivencia de la bacteria y que tacil!tan la adhesión del 

inoculante a semillas en eu aplicación en la practica agricola. 



Lo anterior corresponde a 20g de turba y 14ml de inóculo, 20g de 

turba + paja (v/vl y 14ml de inóculo. 

Los frascos con turba se dividieron en 7 lotes. de 

5. Dos lotes fueron inoculados con A... brasilense desarrollado en 

el medio de referencia y en el medio E (seleccionado); 4 lotes se 

inocularon con A... lipoferum desarrollado en el medio de 

referencia. y en los medios El. Il y V (seleccionados) y el 

altimo lote fu6 tratado con el cultivo previamente esterilizado 

el que se empleó como testigo. 

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

15 frascos se dividieron en 3 lotee, uno se empleo como testigo, 

y los otros se inocularon con A... braeilense o A... lipoferum 

cultivados en dos de los medios previamente seleccionados. 

En la tabla 9 se resumen los tratamientos. 
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!----·--!------·--.. -----------·--·-----·-----------------···------!-------·----------------·-! 
! CEPIS ! l. bmllme ! 1. llpofem ! l.brullm! l.llpohru ! 

--·-------.. ! ! .......................................... , 
!·-----!·-----------------!-----.. -------.. ·----------··-------!-··------------··-------! 
! ! ! ! ! ! ! ! ! 

!Rodio ! ltdto ! r !ltdio ! !odio ! Rtdto ! ltdio ! r ! ltdio ! lltdio 
!rd lkJ!Stlte.(11! !nf(lli!Sthe.(fll!Stlte.(UJ!Sthe.(11! !Sthe.111! Selte.(VJ ! 
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ................................................ ______ ., ____ ,. ___ ,._,,_ .............. ________ ,,.,,. .................................... _____________ . 

r111t 1. ruruur:rros 
r: Testigo. 
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Posterionnente se distribuyo el conten.ido de cada .lote 

en bolsas de polietileno. las que tuerón sellad4s Y.almacenadas a 
'"-·' ,e•.·,.·. 

temperatura ambiente. 

3.4. Control de el calidad. Se ;et;:~~~º. a18:ie~~o. o; 

per1odo de maduracion (7 y 15 d!asli, y duf4rit~· él \~lma~en~miento 
(30,60 y 90 d1asl. 

En los tiempos indicados se·tomaron·2 bolsas de cada 

tratamiento y se prepararon 2 series.de.diluciones, sembrando en 

gelosa nutritivo • se incubaron • 33 e por 72h. procediendose a 

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

4.1 Optimización del medio de cultivo 

Los resultados del primer experimento (gr6tica l) 

indican - ,-que'ias concentraciones de glicerol empleadas no tueron 

suticientes- ;:_para alcanzar poblaciones elevadas de la bacteria. 

Reeuít.ad~~ eimilares se observaron en el segundo ensayo alln 

cuando- la--:concentración de glicerol se aumento de Bg/l hasta 

l4.5g/1. 

Considerando los reportes de (32.52) que indican que 

este _género utiliza eticientemente el glicerol. as1 como el costo 

económico de este sustrato. se decidió probar mezclas de glicerol 

y 6c: succinico a !in de que este último tavoreciera el 

-del!larrollo inicial del microorganismo y la población resultante 

uti 1 izara e!icientemente al glicerol. Esto supuesto !Ué 

continuado_ con los resultados del tercer experimento Cgr4tica 

IIIJ, en donde las poblaciones microbianas que se registraron 

tueron superiores a las obtenidas en el medio de referencia. 

En la gr6fica IV se observan los resultados del ensayo 

de confirmación y ee observa que los medios B,C y D que 

contienen 1., y 2.,g/l de 6c. succinico y 2.0, B.O y 14.Sg/l de 

glicerol (tabla 5), fueron los m4s eficientes. 

En cuanto al cuarto experimento. en este se observa 

la respuesta del microorganismo a un nuevo incremento en la 

concentración de 6c. succ1nico y glicerol. regietrandose un 

considerable aumento en su densidad de población (gr6fica VIJ. 

En el quinto experimento se muestra el efecto de la 

eliminación del glicerol y el efecto del 6c. succ1nico en el 
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desurol lo de lo. bo.cterÚ (grÚico. Vl. ·Lo. informa~iÓ~ o.ntedor 

re~'u1~'0.d~~ .de 1 

corresponde o. A... bro.silense. 

En lo. gratico. VII muestran _los 
.. ··. 

experimento seis en donde se observa. el efecto de ros. m.~dioe 
•. 

selecciono.dos (con A.,_ bro.sjlensel sobre el desárrollo-:de ·:·A... 

1 ipoferum. 
En lo. gr4f ico. VIII se exponen los 

ensayo de confirmación y se observo. que los medios El. "ú>y« ·_•V -

son los de mayor eficiencia. 

En otro estudio en el que se emplearon las-- mfsin~:9-

cepas. Hern4ndez y Ruiz en 1987 (26l indican que en el medio de 

referencia. Azospirillum alcanza su m4ximo desarrollo entre las 

24 y 36 h. Estos resulto.dos fueron confirmo.dos en todos los 

experimentos reo.lizo.dos (Gr4fico.s l o. 8) observ4ndose que dentro 
9 

de este periodo se alcanzan poblaciones de 10 células/ml, que son 

las recomendadas para efectuar la impregnación del soporte. 

Es importante hacer notar que con los mendios 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. 

Lo. reducción del tiempo de incubación repercute 

considerablemente en los costos de producción. 
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Prueba preliminar para det.conc.de Fte. 
de C y N para A.brasilense. 

Unldadea Klett 
350.....-~~~~~~~~~~~~~~~~~---. 

soo .................................................... . 

260 ...................................... . 

200 ...................................... . 

~ 160 ......................... . 

100 ......................... . 

50 ......................... . 

o 
o a 16 24 32 40 48 56 64 72 

Tiempo (horas) 

- Ret'. K 82:J A 1:-:-:-1 B ~ C S D 

Gráfica 1 



Prueba preliminar Incremento Fte.de C. 
Glicerol para A.brasllense. 

Unldadaa KJatt 
350.--~~~~~~~~~~~~~~~~~---. 

300 ····················································· ············································································ 

250 ······································· 

200 ......................... . 

~ 150 ......................... . 

100 ·························· 

O 8 ~ ~ ~ ~ ~ ~ M n 
Tiempo (horas) 

-Ref. K ~A 1:-:-:-l B ~e f:·:·:·:·:-:·I o 

Gráfica 11 



Combinación Fte.de e.Glicerol 
Ac.Succínlco p/ A.brasllense. 

500 ····················································································:············································· 

400 ....................................................................... ··········: ········~. ······~ ....... ~ .. . 

300 ············································:········ : ..... : ...•• ¡... •.. 

~ : 
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4.2 An!llisis Económico def Costo Dire-cto-do l y 1000 

Litros de los Medios de Cultivo Seleccionados. 

a) Considerando el costo do los reactivos 

medios de cultivo se tiene que el !leido succinico y la 

son los componentes m6s cdros. 

de los 

biotina 

b) Que el costo de loe medios do cultivo de referencia 

corresponden para A... brea!lenee a 1 4,426.39 y para A... lipoforwn 

que requiere de biotina • 6,9,1.29, tablalO. 

e) Loa resultados obtenidos indican que os factible 

disminuir las concentraciones de !leido succinico mediante la 

adición do glicerol (medio El con lo que so reduce el costo en un 

37- para A_,_ lipoferum (medio El) y un 'ª% para A... brasilen;e 

(medio El. tabla 11. 

d) Que la biotina puede ser 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 do maiz y el glicerol permiten 

eliminar el uso del !leido succinico y _do la biotina con una 

disminución en el costo del modio de cultivo do un 9,_ (modio V>. 

Tabla 11. 

4,3 Efecto de los medios do cultivo seleccionados y 

tipo de soporte sobro la viavilidad do Azoppirillum 

En la tabla 12 so exponen los resultados do las 

pruebas de control de calidad que hicieron a los nueve tipos do 

inoculantes preparados. 

Esto indica que no hubo contaminación ya que en los 

controles (turba + células muertas de A,_ brasilense o A,_ 

lipoferuml no se registró desarrollo en ninguna do las 
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determinaciones realizadas, 

Ambas cepas de AzoscirillUJD (Sp7 y VS-ll mostraron: un 

comportamiento muy parecido en los soportes usados. 

La población de las cepas mencionadas tanto en la 

turba como en la turba + paja de malz Cv/vl es semejante casi 

durante los 90 dlas. Un mes antes de finalizar la cuenta viable 

la población de Azospirj l lum. descendió en forma notable en ambos 

soportes, lo que probablemente se Justifique por una marcada 

disminución en la humedad de los miemos, ya que las bolsas eo que 

estos permanecieron permit1an obBervar cierto estado de poca 

humedad. Era de esperarse que en el soporte a base de turba + 

paja de ma!z este efecto no fuera marcado dada la presencia de 

materia org4nica aportada por la paja, que probablemente 

aumentarla la sobrevivencia del microorganismo, lo cual no 

ocurriO. 

La intormaciOn anterior nos indica que hay 

eobrevivencia del microoganismo en los soportes usados durante 

cierto período de tiempo y que la mezcla de turba + paja de maíz 

es una alternativa que posiblemente abarate el costo en la 

producción de inoculante de Azospirillum. respecto al uso de la 

turba sola como soporte. 
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!----------·----------------------------·--------------------------·------! 
! memos !litt.111 ! r1 u 11111.1 11 1 •-------------- .......................................................... ____________ ,, _____ .. _______ ! 

i1c. SmÍ1ico 4,171.40 !l.5G4.l8 ! 1,504.lS ! o.oo !4.171.40 !l,l04.l8 ! 
!61ioerol 0.00 ! 108.lO ! 108.lO ! 108.lO ! 0.00 ! 108.lO ! 
!llHl'Ol U.JO ! 19.30 ! U.JO ! U.JO ! 11.30 ! 19.30 ! 
!Rg504. 7H20 1.00 ! 6.00 ! 6.00 ! 6.00 ! 6.00 ! 6.00 ! 
!l1CI 1.88 ! 1.88 ! 1.88 ! 1.81 ! 1.88 ! 1.18 ! 
!C.Cl2 0.68 ! 0.68 ! 0.68 ! 0.68 ! 0.68 ! 0.68 ! 
!l1lRo04.HlO 1.17 ! 1.17 ! 1.17 ! 1.17 ! 1.17 ! 1.17 ! 
!Ro501.H20 1.12 ! 1.12 ! 1.12 ! 1.12 ! 1.12 ! 1.12 ! 
!F1CIJ.6H20 O.J4 ! O.J4 ! 0.34 ! O.J4 ! O.J4 ! 0.34 ! 
!IB4CI 22.00 ! 17.60 ! 0.00 ! 0.00 ! 22.00 ! 17.60 ! 
!1101111 2,lll,00!2.lll.OO! 0.00! 0.00! 0.00! O.DO! 
!Ert. l.ev1dar1 0.00 ! 0.00 ! 217.Jl ! 0.00 ! 0.00 ! 0.00 ! 
!Licor d• 111• 0,00 ! 0.00 ! 0.00 ! 11.84 ! 0.00 ! 0.00 ! 
!11111 194.40 ! 194.40 ! 194.40 ! 194.40 ! 194.40 ! 114.40 ! 
J .............................. , ................... , ................ 1----------!----------!--·-----·!---··--··! 
!Tottl l/lt. ! 6,951.ll !4.380.57 ! l,055.J2 ! J45.2J !4.Ul.29 !l,855.57 ! 
.................................................................................................................. 1 ..................................... .. 

Foule: CÍlcolo de geblutt. 
Tlbl1 10. Costo prü1.por litro do 11dl0! do collivoa ulmimdot pm P"l't" 

mld'e de iRmlutu do lmplrlllut, "U. 

ilf•Redlo do Rehrmil 

!---------------------------------------------------------------------·----! 
! Jl1dio d1 J.:. ! ..!: !Costo por !Costo por ! 1 ! b ! 
! Clllivo !bruilme!lipohr..!lltro(lllJ ! tll llo. ! !11 ! l'I ! !---------------! .... ----.... -.. ! ...... -- -- -.. ! -.................. ! .... --------! .................. ~ .................. ! 
!Relemelll SI ! 4,426.31 !4.426,J90 ! 100.011$! 100.00$! 
!!tdio! SI !l,65l.l7!l,855,570! 41.12'! 58.081! 
!ilfernell ll SI ! 6,151.29!6,lll,290! 100.011$! 100.DGl! 
!Rodio El SI ! 4.380.57 !4.380,570 ! 6J.02'! 31. 981! 
!Rodio 11 SI ! 2, 055.J2 !2.055,J20 ! 29.571! 70.43'! 
!!tdlo n SI ! 34l.2J ! J45.2JO! 4. 971! 95.031! 

;;;;;;;·;;¡;;¡;-d;·;;;;;;;;~·-·--···----··-·-·---·····-··-····--·-·············! 
T1bl1 11. T1bl1 eol(lmllvt de eosl09 orogadOI otillmdo loa dltmatn •dios 

de cultivo tomtlg1d01. 
1 

111 : Poolos pormtulu por 11dlo de eoltivo por lllro 
b 

!11 : Rodoeeióo 10 el mio por tedio de eoltlvo por litro y 1000 Jt. 
nrreudo n p11ato1 porcentuhs. 

Ref• Redlo de Rolermil 
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1 Tiempo de Incubación (días) 1 D 1 ·7 i ·.15':·1' 30 .. 1: 60.··. f 90 1 
¡----------'"--------------------¡-c-,:-:-~"i'"'"'.".Fl:-7~i2~T""""I1~T-2ri-i:-:-15-¡·. 
1 Cepa-Medio-Soporte \ Dilución 1 10. 1 10.> i.'¡,:1or1: 1? F 10 1 10 1 
1--------------------------------------,.,--,.,..-,-.:-:-----,;:----o-::-"'-,..-~----1 

IA.brasllense - Ref.K/T 1 !52 LNC~ 1 ... 4 f' 14·1 NC ·1 '·33 1· 
i 1 .· ·1 ' ·,~ . 1 1 1 1 

:A.brasilense - E/T l,'~c4~i'.lf~i~'.·l1it~~ª¡.:;~~~!~30[;:,, !55· :·· 
iA.brasilense - E/T+P ¡·.: .. 1a·:ét"Nc:,:,1209;3:.·1·'124 1<30···1<30 1 

. ¡:.:::::· ::,;;: .:~···fl . ¡ ~~i~~iíJ~¡~i: i;:::i••· :: ¡ .. 
¡:::::::::: ::~~T !.~~·. ~¡:.N~li¡¡.;ffi~~J;¡3: ¡· ~;::¡:::. ¡. 
'Ali t V/T+P i 148 fNC •1.:'::Nc~~:1.lia 1<30•1511 

¡A:li::t::: :Ret.K 1c.M.1T i l :,T~~~ ¿jf'~ l . 1 1 

Tabla 12 
NÚmero de células de Azospirillum por gramo de 
Inoculante. Cepa Sp7 y VS-1. 

T • Turba 
T+P • Turba + Paja de maíz 
NC - No contables C>300 colonias) 
C.M •células muertas como control. 
Re!• Medio de Referencia 
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V. CONCLUSIONES 

5.1. Conclusiones 

1.- La concentración óptima de Cuente de carbono y de 

nitrógeno seleccionados en los diferentes medios de cultivo 

Investigados estimularon el desarrollo de A.. brasilen;e y A,. 

lipoterum. Los cuales aumentan lo maso microbiano. disminuyen los 

costos de los medios de cultivo y permiten lo viabilidad de los 

microorganismos en el soporte. 

2.- El licor de moiz represento un posible sustituto 

del uso de la blotina. ya que contiene trazas de esta 

vitamina. oai como aporta fuente de carbono y de nitrógeno. en 

medios de cultivo para A.. lipoferum. 

3.- Ea posible en base al on4lieis económico hecho de 

los diferentes medios de cultivo investigados, llevar a nivel de 

escalamiento industrial lo producción de inoculantes de 

Importancia agr1cola. utilizando microorganismos del 

Azosciril lµn¡. 
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5.2. Recomendaciones 

1.- Se recomiende hacer un estudio e nivel de 

invernadero, en el cual se apliquen loe medios de cultivo 

investigados en este trebejo e gremtnees pera estudiar la 

respuesta de la planta a estos y sabor si Azosplrillwn consorva o 

no. sus caracteristicas de interés agronómico. 

2.- También es recomendable seguir investigando el 

desarrollo de formulaciones. con el objeto de abaratar el costo 

de medios de cultivo en los que se desarrolle el microorganismo. 

3.- Se recomiende estudiar e escala piloto de 

fermentación industrial, el comportamiento de Azosplrillum con el 

objeto de poder producir inoculentoo de este microorganismo, ya 

que, no existe en este aspecto información, y la que eet4 

descrita en la bibliografia es exclusiva de Rhizobium. 
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Apendice 1 
Citado en (26) 

- Bacteria x 10-6/MI. 
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