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--------- INTRODUCCION

INTRODUCCION

Los biofertilizantes son preparados microbianos mezclados con un soporte. Estos se
aplican con el proposito de mejorar la nutricion vegetal. La inoculacion de semillas Y
suelos con microorganismos benéficos (biofertilizacion) es una practica bien conocida que
ofrece la posibilidad de sustituir o al menos disminuir el uso de agroquimicos asi como la

contaminacion generada por los mismos.

Algunos ejemplos de bacterias que favorecen la nutricion vegetal corresponden a
Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus y Pseudomonas; estas actUan a través de
uno o varios de los siguientes mecanismos: a) Fijacion de nitrogeno atmosférico,
transformandolo a amoniaco que es una de las formas (tiles para las plantas. b)
Solubilizacion de minerales, lo que permite aumentar la disponibilidad de los nutrimentos.
¢) Produccion de sideroforos, los cuales acomplejan el hierro oxidado, lo reducen y 1o
hacen disponible para los vegetales. d) Produccién de fitohormonas (auxinas, giberelinas
y citocininas), a través de las cuales estimulan el desarrollo de las raices favoreciendo

una mayor absorcion de agua y nutrimentos (Glick y colab., 2001).

Los biofertilizantes se han elaborado para proveer una fuente confiable de
microorganismos que favorezcan el desarrollo de las plantas. Para ello es esencial el
diseno de formulaciones que contengan cepas seleccionadas mezcladas con un sustrato
que asegure la sobrevivencia de un nimero elevado de las mismas (Fesenko y colab.
1995; Yardin y colab. 2000; Ramirez-Gama, 2002).

Los biofertilizantes se comercializan en tres presentaciones: Liquida, en polvo y granular;

para eslos ultimos el soporte mas comunmente empleado corresponde a la turba.

Una presentacion mas reciente corresponde a las perlas de alginato, de la cual se
describen numerosas ventajas que derivan del uso del polimero, el que protege a las
bacterias del estrés ambiental de manera mas eficiente y permite la liberacion gradual de
las mismas en el suelo (Bashan y Carrillo, 1996). El mayor avance sobre la produccion y
aplicacion de los biofertilizantes se ha logrado con aquellos a base de Rhizobium que son
especificos para leguminosas, en donde los métodos v estandares de control de calidad

estan bien establecidos. En tanto que la distribucion de productos comerciales con otras




INTRODUCCION

bacterias promotoras de desarrollo vegetal es mas restringida, lo que se debe a: a) Que
los resultados obtenidos con éstas es aun muy variable; b) La baja calidad de los
inoculantes y ¢) Que los organismos inoculados sobreviven pobremente en el medio
ambiente (Yardin y colab., 2000).

La clave para la elaboracion de los inoculantes, radica en un sistema efectivo de control
de calidad (Thompson, 1980, citado por Ramirez-Gama, 2002). Este implica un proceso
de inspeccion continuo que se aplica a la materia prima, durante las diferentes etapas de
produccion, en el producto terminado, antes de su venta o distribucion y cercano a la

fecha de caducidad.

En este sentido y considerando: i) las ventajas reportadas para los biofertilizantes a base
de alginato; ii) que en el Laboratorio de Microbiologia Experimental se cuenta con la cepa
de Azospiriflum brasilense VS9 previamente seleccionada; v iii) que no existen estandares
de control de calidad para este tipo de biofertilizantes, en este trabajo se compara la
calidad de cuatro biofertilizantes, tres producidos con el sistema tradicional (uno liquido,
dos solidos en polvo y granular a base de turba) y uno, todavia en estudio, a base de
perlas de alginato. Ademas se expone un panorama general de las materias primas,
condiciones de produccion y métodos de control que se aplican para la elaboracion de
biotertilizantes, con especial énfasis en aquellos que contienen Azospirillum, asi como las

caracteristicas de esta bacteria.

s




HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS
Los diferentes soportes empleados en la produccion de biofertilizantes, influyen en la

viabilidad y caracteristicas fisioldégicas de los microorganismos y consecuentemente en la

calidad de este tipo de productos.

OBJETIVO GENERAL

Comparar la calidad de cuatro presentaciones de biofertilizantes producidos con la cepa
VS9 de Azospirillum brasilense cuya actividad promotora del desarrollo vegetal ha sido
plenamente comprobada.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar la concentracion del inoculo a emplear en la produccion de cuatro

tipos de biofertilizantes.

2. Comparar la viabilidad de las bacterias en los cuatro productos después de su

almacenamiento.

3. Confirmar que Azospirillum conserva las caracteristicas fisiolégicas de interés

agronomico después de seis meses de almacenamiento.
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HIPOTESIS
Los diferentes soportes empleados en la produccion de biofertilizantes, influyen en la

viabilidad y caracteristicas fisiologicas de los microorganismos y consecuentemente en |a

calidad de este tipo de productos.

OBJETIVO GENERAL

Comparar la calidad de cuatro presentaciones de biofertilizantes producidos con la cepa
V39 de Azospinifium brasifense cuya actividad promotora del desarrollo vegetal ha sido
plenamente comprobada.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar la concentracion del inoculo a emplear en la produccion de cuatro

tipos de biofertilizantes.

2. Comparar la viabilidad de las bacterias en los cuatro productos despues de su

almacenamiento.

3. Confirmar que Azospirillum conserva las caracteristicas fisioldgicas de interés

agronomico despues de seis meses de almacenamiento.
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1. ANTECEDENTES
1.1 INOCULANTES BIOLOGICOS.

La inoculacion de semillas y suelos con microorganismos benéficos es una practica que
ofrece la posibilidad de sustituir o al menos disminuir el uso de agroquimicos, asi como la
contaminacion generada por los mismos, lo que conduce a la sostenibilidad del ambiente.
Los inoculantes biolégicos se producen y aplican con fines especificos para mejorar la
nutricion vegetal (biofertilizacion), la eliminacion o disminucion de organismos patdégenos Y
plagas (control biolégico) y la eliminacion o disminucion de xenobidticos (biorremediacion)

(Bloenberg y Lutenberg, 2001; Vassileva y colab., 1999).
1.2 BIOFERTILIZANTES
1.2.1 Definicion e importancia

Se denomina biofertilizante a la mezcla de bacterias u hongos edaficos con un soporte
inerte que al ser aplicado al suelo incrementa la productividad agricola. Dicho efecto se
debe a que los microorganismos utilizados tienen la capacidad de realizar uno o mas de

los siguientes mecanismos de accion:

* Fijacion de nitrogeno atmosférico. Su reduccion a amoniaco le permite ser
utilizado por las mismas bacterias y por los vegetales.

e OSolubilizacion de minerales. Se traduce en un aumento de nutrimentos
disponibies.

* Produccion de siderdforos. Compuestos organicos quelantes que acomplejan
al hierro oxidado, el cual es reducido a la forma en que lo utilizan las bacterias
y las plantas.

* Produccion de fitohormonas. Algunas de estas estimulan el crecimiento de las
raices favoreciendo una mayor absorcion de agua y nutrimentos.

* Mineralizacién de materia organica. Este mecanismo asegura la liberacion de

compuestos que son facilmente asimilados por las plantas. (Glick, 2001)
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Por lo que la biofertilizacién o enriquecimiento con este tipo de bacterias, que se asocian
directa o indirectamente al sistema radical de las plantas, favorecera su nutricion,

desarrollo y produccion.
1.2.2 Tipos de biofertilizantes

El tipo de biofertilizantes se considera en funcion de tres aspectos: tipo de

microorganismos, presentacion comercial y contenido de una o varias cepas.

1.2.2.1 Tipo de microorganismos.

Como ejemplos de bacterias que se utilizan para la produccion de biofertilizantes se

ienen a los siguientes géneros:

Rhizobium, Bradyrhizobium, Frankia y cianobacterias. Los dos primeros lienen la
propiedad de colonizar las raices de leguminosas donde forman nédulos y bajo esta
asociacion fijan nitrogeno. Frankia es un actinomiceto que forma nodulos fijadores de
nitrdogeno en mas de 161 especies de plantas pertenecientes a siete familias diferentes
con excepcion de leguminosas. En China, la India y Canada es muy utilizado este
actinomiceto y se han implementado sistemas de plantacién de especies de arboles de
importancia agricola que son susceptibles a la nodulacion (Dart, 1993, citado por Lorence,
1999).

Anabaena azollae es una cianobacteria que fija nitrégeno en asociacion con Azolla. Esta
simbiosis se aprovecha en plantaciones de arroz en varios paises de Asia. China Yy
Vietnam donde se utiliza desde hace varios siglos. A pesar del potencial de Anabaena
como biofertilizante, su uso esta limitado por diversos factores como son la falta de
abastecimiento de agua y fésforo que son insumos basicos para el desarrollo de los
cultivos y de la fijacion de N, respectivamente. Otras limitantes son la susceplibilidad a la
temperatura, plagas y patégenos de las cepas de Anabaena. Asi mismo no se cuenta con
tecnologias de produccion, almacenamiento y distribucion de material de buena calidad

(Kulasooriya, 1991; citado por Lorence, 1999).
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Los ejemplos anteriores corresponden a bacterias simbidticas obligadas. En tanto que
existen otras bacterias que pueden asociarse o vivir en forma libre, estas son
genericamente conocidas como PGPR (Plant growth promoting rhizobacteria) como

ejemplos se tienen a:

Azotobacter y Azospiriflum tienen la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico y producir
reguladores del crecimiento vegetal. En Cuba se utilizan mas los biofertilizantes basados
€n cepas de Azotobacter que se aplican en hortalizas, yuca, maiz, arroz y trigo (Lorence,
1999).

Thiobacillus thiooxidans, produce acido sulfurico, el cual solubiliza algunos minerales
haciendolos disponibles para las plantas. El contacto de este microorganismo con roca
fosférica y una pequefa cantidad de azufre elemental, produce un mejor crecimiento de
los cultivos y pastizales comparandolos con los resultados obtenidos solo con roca
fosforica (Dart, 1993, citado por Lorence, 1999).

Los solubilizadores de fésforo como Bacilius megatherium, se utilizan en cultivos de
Jitomate, trigo y avena. Este producto se utiliza en Rusia y la India y han reportado buenos
rendimientos en campo. En Cuba también se han desarrollado productos que consisten
en mezclas de diferentes solubilizadores de fosforo, entre estosencontramos cepas
nativas de Bacillus, Pseudomonas, Arthrobacter, Aspergillus, Penicillum, Trichoderma Y

Streptomyces. (Mulongoy y colab. 1992)

1.2.2.2 Presentacion comercial
Los biofertilizantes son comercializados en tres presentaciones:

* Liquidos. Son cultivos que en ocasiones se mezclan con aceite mineral 6
compuestos organicos. Se aplican sobre las semillas o directamente en e! suelo.

* Polvo. Es la forma mas difundida y estan constituidos por particulas de un tamafo
que fluctia entre 0.075 y 0.25um. Se aplican sobre las semillas

. Granulares. La produccion de éstos es mas-reciente, el tamafio de particula se

encuentra entre 0.35a 1.18mm. Se aplican directamente al suelo.
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1.2.2.3 Biofertilizantes unicepa y multicepa.

La utilizacion de biofertilizantes unicepa y multicepa es muy discutida, y la tendencia
general es eludir los biofertilizantes multicepa, debido a que se han detectado efectos
antagonicos o de competencia en el soporte, Io que origina el predominio de alguna de

ellas, la que en ocasiones es la menos efectiva (Stephens y Rask, 2000).

1.2.3 Produccioén de biofertilizantes

Los biofertilizantes se han disefiado para proporcionar una fuente confiable de
microorganismos que favorezcan el desarrollo de las plantas. Para ello es esencial
considerar la calidad y caracteristicas de: a) La materia prima a emplear, b) las
condiciones del proceso de propagacion, c) Del producto terminado, lo que en conjunto
determina la obtencion de un biofertilizante satisfactorio (Fages, 1992; Bashan y Holguin,
1997).

1.2.3.1 Materia prima.

Esta involucra a los microorganismos, el soporte y los componentes para el medio de

cultivo de propagacion.

* Microorganismos. El aseguramiento de la calidad del biofertilizante depende en
gran medida del uso de cepas seleccionadas que hayan demostrado poseer
caracteristicas fisiologicas y ecologicas superiores a otras de su misma especie
(Glick y colab., 1995; Ramirez Gama,2002). Tal es el caso de la cepa VSS9 de
Azospirifium brasilense empleada en este trabajo, misma que ha demostrado ser
fijladora de nitrdgeno (Flores,1985), productora de fitohormonas tales como el
acido indol acético y acido giberélico (Hernandez, 1997) y la que en experimentos
de invernadero y de campo ha inducido incrementos en la produccion de sorgo y
de jitomate (Valtierra 1992; Esquivel-Cote, 1997; Urzua, 1997 Ramirez-Gama y
colab. 2001; Urzua, 2001; Esquivel, 2002)

8
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* Medio de cultivo de propagacion. Los componentes de!l medio de cultivo varian
con el tipo de bacterias a emplear, las cuales difieren en sus necesidades. Existen
numerosas formulaciones para los medios de produccién con las que se logran
rendimientos celulares de 10 UFC mL" o mayores que son las recomendadas

para estos fines (Cordova, 1985).

» Soporte. Constituye el vehiculo de transporte de microorganismos vivos de la
industria al campo, sin embargo no existe una formulacion general disponible para

liberar microorganismos al suelo (Trevors y colab., 1992).

El soporte constituye la mayor proporcion (volumen o peso} de los inoculantes
agricolas y es una parte critica en la formulacion del producto. Este debe ser
capaz de soportar el desarrollo y sobrevivencia de las bacterias de interés por un
tiempo aceptable, con el fin de que durante su aplicacion se asegure la liberacion

de un numero elevado de bacterias viables y activas (Smith, 1992; Yardin y colab.,
2000).

De acuerdo con Burton (1980), Smith (1992), Bashan y Carrillo (1996) y Sthephens vy

Rask (2000) para lograr estos objetivos el soporte debe:

Tener una alta capacidad de retencion de humedad y caracteristicas fisico-

quimicas uniformes;

Ser inocuo para las cepas bacterianas y para el ambiente
Tener facil disponibilidad y bajo costo:

Poseer pH neutro, o facil de ajustar:

Contener un porcentaje de materia organica superior al 60%,
Contener un porcentaje de sales menor al 1%,

Ser facil de: esterilizar, pulverizar y manipular durante el mezclado de

productos en la fabrica, asi como para su distribucién y aplicacion,

Ser biodegradable y consistentes en su calidad,

Y
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Tener buena adhesién a la semilla, que permita la adsorcion de nutrientes Y

la liberacion rapida de las bacterias en el suelo

Es posible que ningun soporte presente todas estas caracteristicas, sin embargo es
deseable que cumpla con la mayoria de ellas. La turba es un soporte que reune |3
mayoria de las caracteristicas mencionadas, y por esta razén es ampliamente utilizada y
distribuida. Se ha demostrado que las bacterias al ser inoculadas en la turba permanecen
metabdlicamente activas, y si el soporte contiene los nutrientes necesarios y Se conserva
a lemperatura adecuada, la muitiplicacion celular puede continuar durante el periodo de

almacenamiento (Bashan y Carrillo, 1996).

En algunos paises la disponibilidad de la turba es restringida, razéon por la cual se han
investigado nuevas alternativas con otros materiales naturales como son: suelos
altamente organicos, suelos minerales enriquecidos con harina de alfalfa. paja molida,
levadura y sacarosa, residuos crudos o composteados de diversos vegetales (cascaras de
cate, arroz, mazorcas de maiz o bagazo de cafa de azucar, lirio acuatico), algunas
variedades de carbon mineral como antracita y lignita suplementados con compuestos
organicos, roca fosférica, aluminosilicatos como vermiculita, bentonita y perlita; todos
estos han demostrado soportar satisfactoriamente la sobrevivencia de 10% a 10° UFC/g
por periodos de 3 a 6 meses (Chao y Alexander, 1984; Crawford y Berryhill, 1983: Daza Y
colab., 2000; Falik y Okon, 1996; Ramirez, 1982; Ronchi y colab., 1997: Sparrow y Ham,
1983, Strijdom y Deschodt, 1975).

1.2.3.2 Caracteristicas y condiciones del proceso de produccion

La manufactura del biofertilizante comprende nueve etapas:

* Preparacion del soporte. Las materias primas empleadas deben ser modificadas
antes de utilizarse como soportes, con el fin de ajustar las caracteristicas
necesarias para favorecer la propagacion y sobrevivencia de las bacterias. En el
caso de la turba esta debe ser secada, molida, neutralizada y esterilizada. El
secado favorece el proceso de molienda, reduce la microbiota y permite la

Incorporacion adecuada de caldo de cultivo.

10
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Se recomiendan temperaturas no mayores de 100°C, para reducir la humedad
hasta aproximadamente un 9% (Cordova, 1985; Ramirez-Gama, 2002). Durante la
molienda se ajusta el tamafio de particulas que se desea en el soporte, el poivo
finc se pasa a través de mallas de 200-300, el polvo mediano se pasa a través de
mallas 100-200 y para el granular se emplean mallas de 16-50. Generalmente la
turba presenta un pH acido, el cual se ajusta con carbonato de calcio a valores de
6.3 a 7.3 (Ramirez-Gama, 2002).

La formulacion de los soportes liquidos varia de acuerdo al tipo de bacteria. El uso
de estos se ha promovido debido a que son de facil manipulacién y su eficacia es
similar a los productos basados en turba. Su vida de anaquel es variable, muchos
resultados indican que es limitada, pero en Uruguay han reportado que éstos
mantienen su estabilidad hasta por dos afios. (Hynes y colab., 1995). Su
almacenamiento requiere de baja temperatura lo que incrementa el costo y limita

SU USO en paises en desarrollo.

En los ultimos 20 afios se han evaluado distintas formulaciones basadas en
polimeros, en los que se inmovilizan bacterias vivas y se suplementan con
nutrientes. Bashan y Carrillo (1996) describieron al alginato como el polimero mas
util para la produccion de bicfertilizantes, ellos sefialan ventajas tales como:
consistencia en calidad, facilidad de produccion y manipulacion durante el proceso
de produccion, pueden ser almacenados secos y a temperatura ambiente por
periodos prolongados, requieren de poco espacio para su almacenaje, el
encapsulamiento protege a las células del estrés ambiental y permiten su
liberacion gradual en el medio ambiente, también sefialan algunas limitaciones de
estos en cuanto a los costos, debido especialmente a las materias primas

empleadas y a que requieren de un mayor manejo biotecnolégico.

Kremer y Peterson, 1982; Bashan, 1986; Bashan y Carrilio, 1996; Stephens y
Rask, 2000 describen la produccion de micro y macrocépsulas de alginato en las
que reportan la inmovilizacion de un numero elevado de bacterias (10% a 10°

UFC/g) y la sobrevivencia de éstas por 12 afos.
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CUADRO 1. Comparacion de preparaciones a base de alginato y turba.

Alginato

Turba

No existe tecnologia industrial econémica

Procesos industriales exitosos

Quimicamente y fisicamente uniforme

No uniforme (materia arganica compleja)

Biodegradable en suelo

Bicdegradable en suelo

Facil manipulacion para el agricultor

Facil manipulacion para el agricultor

Complejidad para su manufactura

Producido faciimente en la industria

No producen contaminacion ambiental

No producen contaminacion ambiental

Mayor consistencia en colonizacién de raiz
con PGPB (Plant Growth Promoting Bacteria)

Imprevisible colonizacién de raiz con alqunas
PGPB

Control de calidad técnicamente sencillo

Dificultad para mantener la misma calidad
entre lotes

Liberacion controlada de bacterias y puede
ser manipulada en la formulacion

La liberacion no puede ser controlada

Conservacion por tiempo prolongado a
temperatura ambiente

Limitada conservacién a 5°C por 1 ano en
turba no esteril y hasta 2 anos en turba estéril

Almacenamiento en pequenos espacios

Grandes espacios para su almacenamiento

No puede contaminarse después de su
produccion

Faciimente contaminable en condiciones de
almacenaje inapropiadas y alte contenido de
contaminantes en preparaciones no estériles

Resistente a los cambios de humedad

Susceptible a cambios de humedad

El polimero no ejerce efecto alguno sobre el
crecimiento de la plantas

Algunas turbas inhiben el crecimiento de las
plantas

(Bashan, 1998a)

Los soportes se pueden o no esterilizar pero resulta mas efectivo el uso de soportes
esteriles, ya que en estos se alcanzan poblaciones mas elevadas de ias bacterias de

interes, gracias a que al eliminar a los contaminantes se evita la competencia o el efecto

antagonico causado por los mismos.

Por otro lado, el producto al carecer de

contaminantes puede tener una vida de anaquel mas larga (Stephens y Rask, 2000).

12
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La esterilizacion se puede realizar de diferentes formas, por calor hiimedo (autociave) o
mediante radiaciones (Williams, 1984). La esterilizacién en autoclave implica tiempo vy
electricidad lo que aumenta los costos de produccién, en tanto que la radiacion requiere
de equipos especializados, lo cual incrementa ain mas el costo. Por otra parte se ha
demostrado que las temperaturas elevadas y las radiaciones, generan la formacién de
sustancias toxicas que comprometen la calidad del inoculante. En los Ultimos afios se ha
propuesto el uso de la radiacion electronica, que resulta mas efectiva que las otras dos en
cuanto al tiempo de exposicion ya que ésta requiere de segundos mientras que las otras

necesitan mas de una hora para su esterilizacion (Ramirez-Gama, 2002).

CUADRO 2. Comparacion entre inoculantes estériles y no estériles a base de turba

INOCULANTE
ESTERIL NO ESTERIL

Alto Variable

PARAMETROS

Poblacion de bacterias
benéficas

Alto pero depende del tipo

de soporte Relativamente bajo

Sobrevivencia

No recomendable muchos
Adicion de nutrientes al . . contaminantes pueden
soporte para incrementar la Posible, sin alterar Ia desarrollarse con mavor

b ”p . calidad final del inoculante . Y
poblacion final rapidez que la bacteria de
interés

Limitado. Muchos
materiales no pueden ser
esterilizados debido a que
cambian su composicion
quimica y fisica después
de esle proceso

Tipo de soporte elegido Casi ilimitado

Menos calificada y por lo

Necesidad de mano de obra Calificada y costosa .
) MISMoG menos costoss

Autoclaves costoso en
adquisicién y operacion

Equipo de esterilizacion A L No utilizado
Esterilizacion por radiacion
" no stempre disponible
Espacio de produccion estéril | Amplio y costoso No requerido
. o Esencial para el control de | Esencial para el control de
Monitoreo de contaminagion calidad del producto calidad del producto

Menos costoso que los

Costo total de produccion Alto ,
productos esteriles

(Bashan, 1998a)

» Preparacion del medio de cultivo. Para el caso especifico de Azospinifium, Falik
y Okon (1996) recomiendan como fuentes de carbono al malato y succinato con

los que alcanzaron poblaciones de 10" UFC/mL. Por otra parte con caldo nutritivo
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se reportan poblaciones de 10° UFC/mL. Este medio es también empleado para la
propagacion de bacterias solubilizadoras de fosforo y para Pseudomonas.(Ramos
y Callao, 1967)

Activacion de la cepa (para obtencion de cultivo madre). El medio de cultivo
empleado para este fin varia con el método con el que se conservan las cepas. En
el caso de Azospirillum, para las cepas liofilizadas se recomienda hidratar y
adicionar el liofilizado en caldo nutritivo o en un medio liquido a base de sales y
malato con cloruro de amonio. Cuando las cepas se han conservado en el medio
Nfb ss (Malato sales libre de nitrogeno semisolido) se resiembra en el mismo
medio, lo que ademas de la activacion permite confirmar que la cepa conserva su

caracteristica de fijar nitrégeno.

Propagacion masiva. Esta etapa involucra dos fases: adaptaciéon u obtencion
del cultivo semilla, el que se utiliza como indculo de volimenes mayores del
medio de cultivo que servira para la obtencion del cuitivo concentrado con el
que se iImpregna el soporte. Las condiciones de incubacion varian con el tipo de

bacteria empleada.

impregnacion del soporte. Este se realiza mezclando el soporte previamente
acondicionado con el cultivo bacteriano. En los biofertilizantes liquidos se ajusta la
poblacion y se mezcla con el medio de cultivo estéril. En tanto que en los soportes
solidos, el cultivo se mezcla ya sea en charolas y agitacién o por inyeccién del
cultivo. En este caso la impregnacion debe proporcionar una humedad del 50 al
60% con base al peso seco. Los soportes no estériles se ajustan del 35 al 40% de

humedad (Thompson, 1980, citado por Ramirez-Gama, 2002).

Maduracion. El tiempo de maduracién varia con la bacteria y el soporte utilizado.
En el caso de Azospirillum se incuba el biofertilizante liquido o sélido durante 48
horas, después de las cuales se alcanzan poblaciones de 10" UFC/mL 6 g.

(Tsuzukiy Urzua, 2003 datos no reportados).

Empaque. Es muy comun el uso de bolsas de polietileno con espesor de 0.020 —

0.025um, este permite un intercambio gaseoso suficiente y mantiene el nivel de
humedad estable (Cordova, 1985).

14
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El producto terminado debe incluir etiquetas en las que se registre el nimero de
lote de produccién, namero de bacterias por gramo de Inoculante, género vy
especie de la bacteria, contenido neto, condiciones de almacenamiento, forma de
distribucion y aplicacion, fecha de caducidad, nombre y direccidn del productor

(Thompson, 1980, citado por Ramirez-Gama, 2002).

Almacenamiento. Después del proceso de empaque los frascos o bolsas se
conservan en un lugar oscuro a 4-5° C o bien a temperatura ambiente. En este
sentido Roughley y Pulsford (1982) indican que a mayor temperatura de
almacenamiento menor tiempo de caducidad, debido a que el descenso de la

poblacion esta relacionado con la temperatura (Cano Zavala, 1988).

Control de calidad. Implica un proceso de inspeccion continuo que se aplica en la
materia prima, durante las diferentes etapas de produccidon y en producto
terminado, antes de su venta o distribucién y cercano a la fecha de caducidad.

Los métodos para evaluar ia calidad en el proceso de produccién y productos
basados en Rhizobium se llevan a cabo mediante pruebas cualitativas vy
cuantitativas. Las primeras incluyen, determinacién de pH, preparaciones en fresco
y frotes con tincion de Gram, inoculacion en medios de cultivo diferenciales y
tecnicas inmunolégicas. Las pruebas cuantitativas incluyen la determinacion del
numero total de bacterias mediante la camara de Petroff-Hauser y la cuenta de
bacterias viables por el método de dilucién y vertido en placa 6 por nimero mas

probable (NMP) de plantas colonizadas (Ramirez-Gama, 2002)

La tincién de Gram y las preparaciones en fresco son métodos rapidos que

permiten verificar la pureza, reaccion al gram, ademas de confirmar la morfologia y

movilidad de las células.

Las caracteristicas coloniales de las bacterias en los medios de cultivo

diferenciales permiten detectar de forma rapida la ausencia o presencia de
contaminantes; por ejemplo, en Malato sales (adicionado de agar, extracto de
levadura, cloruro de amonio y azul de bromotimol), agar extracto de papa (BMS),
agar rojo congo. En este ultimo las cepas de Azospirillum brasilense y A. lipoferum

originan colonias rojo escarlata que permite diferenciarlas de otras bacterias.

15
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Las tecnicas inmunologicas, como aglutinacion en tubo, de precipitacion capilar,

iInmunoelectroforesis, inmunofluorescencia e Inmunoensayos enzimaticos (ELISA),

permiten la identificacion especifica de las bacterias de interés.

La cuenta de bacterias viables por el método de dilucion y vertido en placa. Esta

prueba involucra como lo dice su nombre una serie de diluciones Yy goteo,
extension o vertido en la placa de las diluciones apropiadas y la utilizacién de los

medios de cultivo apropiados.

Para Azospirillum se recomienda la Cuenta de bacterias viables por NMP (NUmero

Mas Probable). Este se aplica para la cuantificacion de Azospirifium, e involucra la

preparacion de diluciones y la adicion de alicuotas de las diluciones adecuadas en
tubos que contienen el medio de cultivo Malato-sales libre de nitrégeno en estado
semisolido. Con este se determina el NMP de bacterias en los cultivos y en los

biofertilizantes.

Metodo de dilucion e infeccion en planta o NMP. En este se colocan alicuotas de

diluciones seriadas sobre la superficie de semillas desinfectadas del hospedante
especifico, éstas son cultivadas en sistemas hidroponicos que se mantienen en

invernadero de 4-8 semanas.

La calidad de las cepas seleccionadas depende de la pureza de los cultivos y que
estos conserven las caracteristicas de interés agricola por las que fueron elegidas.
Los cultivos deben ser viables, estar adecuadamente identificados y de una
historia conocida. Las pruebas de control de calidad que se recomiendan antes de
Iniciar un proceso de produccion son la tipificacién seroldgica y confirmaciéon de su
efecto por inoculacién en plantas lo que debe estar acompanado de controles

negativos no inoculados.
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1.2.3.3 Calidad del producto terminado

La calidad del producto terminado, se efectia realizando pruebas como son la cuenta por
dilucion y vertido en placa, colonizacion en raiz de plantas, ensayos de efectividad,
contenido de humedad, ausencia de contaminantes y conservacion de caracteristicas de

interés agricola (Ramirez-Gama, 2002).

Respecto a la poblacién de Azospirillum que debe estar presente en el biofertilizante se
ha encontrado que en muchos casos la concentracién debe oscilar entre 10° -10° UFC por
gramo o mililitro de inoculante, segun se trate del producto sdlido o liquido

respectivamente (Okon y Labandera, 1994; Bashan 1998)

En el siguiente cuadro se indican las variables que se consideran en el control de calidad
de biofertilizantes a base diferentes microorganismos.

Cuadro 3. Valores Estandar Para Biofertilizantes’

Parametros Rhizobium Azotobacter Azospirillum PSM’
Cuenta de
bacterias viables
después de 15 >1X10° >1X10’ >1X10Q° >1X10°
dias de la
fabricacion
Contaminacion Neg Neg Neg Neg
Cuenta de |
bacterias viables 7 6 7 7
antes de 13 fecha > 1X10 > 1X10 > 1X10 > 1X10
de caducidad
PH 6.0-7.5 6.0-7.5 6.0-7.5 6.0-7.5

Capaz de |

producir buena
nodulacion. El
peso seco de las
plantas
inoculadas debe
ser mayor a 50%
comparado con
el control

Capaz de fijar
10mg de N/g de
sacarosa
consumida

Capaz de fijar Capaz de
10mg de N/g de solubilizar P en
malato usado una zona >10mm

Eficiencia de |a
cepa

- Microorganismos solubilizadores de fosforo (Phosphate Solubilizing Microorganism)
' (Regional Biofertilizer Development Center,2005)
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1.2.4 Calidad de la coleccidn de cultivos.

Debido a que la calidad de los biofertilizantes depende en gran medida de la utilizacion de
cepas seleccionadas y a que el proceso de seleccion es largo y costoso, al implicar una
serie de determinaciones que se efectian a nivel de laboratorio, invernadero y campo,

resulta fundamental tener especial cuidado en su conservacion (Keyser, 1987).

Aun cuando existen diversos meétodcs para la conservacién de cepas, el mas
recomendado corresponde a la liofilizacidn, debido a que al compararlo con otros
metodos, permite la conservaciéon durante periodos mas largos por lo que minimiza la
necesidad de resiembra, los riesgos de contaminaciéon y variacién genética (Gibson vy
colab. 1990},

Un buen principio para la conservacion de cepas seleccionadas es que una vez que se ha
confirmado la pureza en un subcultivo fresco, se preparen a partir de éste numerosos
cultivos y se liofilicen, lo cual disminuye las posibilidades de contaminacién y de acumular

cambios genéticos desconocidos (Lupwayi y colab., 2000).

Una coleccion de cepas de interés agricola de calidad debe poseer la siguiente

informacion de cada cepa:

e Numero o clave de identificacion

e Localizacion del sitio de aislamiento

e [l hospedero y tipo de suelo del cual se aislo
» Datos de conservacion

* Historia completa de la cepa (Datos del trabajo realizado por el donador o por el
aboratorio que la recibié sobre su caracterizacion, asi como de los hospederos en

0s que ha sido probada)

* Informacion de la repurificacion o inoculacion y reaislamiento de nédulos 6 raices.
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1.2.5 Meétodos de aplicacién.

La aplicacion de biofertilizantes se puede realizar por los siguientes métodos:
recubrimiento de las semillas y directamente en el suelo (Gault y colab., 1982: Hedge y
Brahmaprakash, 1992)

1.2.5.1 La biofertilizaciéon en semillas

La aplicacion de biofertilizantes en semilla puede realizarse en los siguientes momentos:
« Meses antes de la siembra. Este proceso es realizado por la compafia que
comercializa ias semillas.
» Enelmomento e In situ, se puede efectuar:
- Justo antes de Ia siembra

- Despues de la germinacion

La biofertilizacion in situ es la mas utilizada, debido a que es de bajo costo, no obstante
presenta algunas desventajas como son: a) se requiere de trabajo adicional antes de Ia
siembra o después de la germinacion de las semillas, b) posibles dafios en las semillas
durante el mezclado con el biofertilizante lo que se traduce en un menor porcentaje de
germinacion, c) efecto de la radiacién UV y condiciones adversas del suelo (pH, sequia,
presencia de pesticidas) que ocasionan la disminucién de la poblaciébn de bacterias
introducidas. Por ofra parte la utilizacién de semillas previamente tratadas con pesticidas

también ocasiona la disminucidn de la poblacion bacteriana inoculada (Fages, 1992).
1.2.5.2 Biofertilizacion en suelo.

Esta praclica es de aplicacién mas facil para el agricultor, pero en ocasiones no e€s
efectiva y es mas costosa debido a que se requiere mayor cantidad de biofertilizante en

orden de toneladas por hectarea (Bashan, 1998a)

En el siguiente cuadro se describen los diferentes métodos de biofertilizacién, asi como

las ventajas y desventajas que presentan los mismos.
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1.2.6 Uso de biofertilizantes.

La primera patente de inoculantes a base de Rhizobium se remonta a la ultima década del siglo
XIX, lo que explica en gran medida que este tipo de biofertilizantes sean en la actualidad los
mas difundidos y comercializados, ademas de que la tecnologia desarrollada para Rhizobium,
durante el siglo pasado, constituya la base para la produccion de biofertilizantes que contienen

otro tipo de microorganismos.

A pesar de la abundante informacion que existe sobre estos productos, las bondades que
ofrecen para asegurar la productividad agricola y la sostenibilidad del ambiente, su uso es aun
imitado. Esto se observa particularmente en paises en desarrollo y se debe a que su

distribucion y normas de regulacion son inapropiadas. (Ramirez-Gamma, 2002)

1.3 BIOFERTILIZACION CON Azospirillum.

Okon y Labandera (1994) reportan el uso de biofertilizantes a base de Azospirillum en los

siguientes paises:

En Estados Unidos se realizd la evaluaciébn en campo del efecto de la inoculacidn con
Azospirillum brasilense en diversas especies vegetales y en estos experimentos los resultados
fueron consistentes con incrementos en el rendimiento de cultivos de mijo, sorgo (11-24%), Yy
maiz (10-20%). La comercializacién de biofertilizantes a base de esta bacteria de la marca
"Azo-Green” se recomienda para mejorar el vigor de la semilla para el establecimiento de la

plantula y el sistema radicular y resistencia a la sequia.

Experimentos de campo realizados en la India en donde se empled un biofertilizante Cuyo
soporte consistia en una mezcla 1:1 de abono de granja y turba con una densidad bacteriana
de 1.5 x 10" UFC/g. los resultados de las pruebas mostraron incrementos en el rendimiento en

mijo y sorgo de 15 y 18% respectivamente.

En Tailandia los resultados obtenidos indican incrementos del 15-35% en cultivas de maiz

comparado con los controles no inoculados.
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En Israel se han llevado a cabo diversos experimentos por muchos anos en cultivos de trigo,
maiz, sorgo, pastos, granos y leguminosas forrajeras. El biofertilizante a base de turba con una
poblacién de 1 x 10" UFC /g de la cepa Cd de Azospirilfum brasilense dio lugar a incrementos

significativos que van de 15-20% en sorgo, vy de 20-30% en maiz.

En ltalia se realizaron experimentos de inoculacién con dos especies A. lipoferum y A.
brasilense. Este biofertilizante contenia como acarreador una mezcla 1-1 de turba y abono
bovino y una poblacion de 1x 10° UFC/g. En los cultivos de arroz, trigo, maiz y tabaco se

encontraron incrementos en el rendimiento del 3 - 54%

En Francia una empresa realizé experimentos con diferentes cepas de Azospiriflum. Se
demostrd que A. lipoferum, mejoro la nutricion del cultivo, en cuanto a contenido de nitrégeno.

Ademas se observo floracion temprana, mayor vigor en plantas y resistencia a la sequia.

En México la Universidad Auténoma de Puebla ha experimentado también con esta bacteria,
usando como soporte turba y una densidad poblacional de 3-5x10° UFC/g, también reportan

iIncrementos que van de 23-60%.

En la Facultad de Quimica de la UNAM, se realizaron experimentos con diferentes cepas de
Azospiriflum utilizando un soporte liquido (Malato Sales), con una densidad poblacional entre
10°y 108, en cultivos de Jitomate. En éstcs se reporta que: a) Se requiere diferente densidad
poblacional para obtener efectos positives cuando se emplea el biofertilizante en sistemas
hidroponicos o suelo; b) que en ambos casos la floracion se anticipa en los tratamientos
inoculados con respecto al control sin bacteria, C) mejoria en la caracteristicas de las plantas Y
d) se presentan incrementos de 25-52% en la produccion (Esquivel-Cote, 1997; Urzua, 1997:
Ramirez-Gama y colab., 2001: Urzua, 2001).

En Puebla, en 1999, se sembraron dos hibridos de sorgo (D65 y RB30086) inoculados en la
siembra con Azospirillum 6 micorrizas ¢ con ambos. Los rendimientos observados en los
diferentes tratamientos mostraron que existe un incremento en el rendimiento de D65 cuando se
inoculd con Azospirillum 6 con Azospirilfum + micorriza, que superd al testigo fertilizado: este
comportamiento se observo también en el hibrido RB 3006 (Irizar y colab. 2003). Al respecto
Okon y Labandera-Gonzalez (1994), mencionan que en Mexico se obtuvieron incrementos de

10-15% en el rendimiento de sorgo cuando se inoculé con Azospirillum.
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Durante los anos 1999 al 2001 se establecieron diversos experimentos y parcelas de validacion
para evaluar la respuesta de los biofertilizantes, en estos se utilizaron bacterias de la especie
Azospiriflum brasilense en cultivos de cereales. Estos trabajos realizados por el INIFAP en la
region de la Mesa Central de México indican que en algunas localidades hubo incrementos en
la produccion sobre el testigo fertilizado, que fueron hasta de 60% en maiz, 85% en trigo, 74%

en cebada y 25% en avena (Irizar y colab. 2003).

En la actualidad existen diversos productos que se comercializan en diferentes paises, en el

Cuadro 5 se exponen algunos ejemplos.

Cuadro 5. Productos comerciales basados en Azospirillum (Adaptado de Lorence, 1999)

Producto Empresa Especificaciones
Azo-Green Genesis Trufs and forages, | A brasifense
P.O. Box 10, Huntsville,
UT84317, E.UA.

Azogreen Pionner France Mais, | A, lipoferum cepa CRT-1
Aussonne, Toulouse, Francia | microencapsulada en matriz
de polimero 1.5x10°
UFC/semilla
Biofertilizante para maiz Centro de investigaciones en | A brasilense 3-5 x10° UFC/g
Ciencias Microbiolégicas, | En turba como soporte

Universidad Auténoma de
FPuebla, Puebla, México

Biofertilizante para maiz y | Asesoria Integral | Azospinllum brasiense  5x
sSOrgo Agropecuaria y Administrativa | 10°/ g de biofertilizante
S.A . de CV. En turba molida como

Plaza S.ar} Jacinto No.23-D | soporte
Col San Angel Del. Alvaro
Obregodn. México D.F.

CP:01000

Zea-nit Heligenetics 45030 Gaiba, | Mezcla de A. brasilense
RO, Rtalia, Via Provinciale | cepa Cd{ATCC 298729) y A
6228/12 lipoferum cepa Br-17(ATCC

29709)

Solido:  vermiculita como
soporte (1x0” UFC /q)
Liquido: (1x10°UFC/mL)

23




ANTECEDENTES

1.4 EL GENERO Azospirillum

En 1925 Beijerinck, aislo esta bacteria de suelos carentes de nitrogeno en Holanda y la llamé
Spirillum lipoferum. Siete afos después en 1932, Scroder la aislé en Indonesia del suelo y algas

marinas (Becking, 1982).

Este microorganismo estuvo olvidado varias décadas, hasta que Dobereiner y Day en 1976 lo
redescubrieron y reportaron que la bacteria fijaba nitrogeno. Actualmente se ha demostrado que
la distribucion ecolégica de Azospirilfum es extremadamente amplia, se ha aislado de suelos
tropicales, subtropicales y templados de todo el mundo. Se han encontrado cepas en asociacion
con monocotiledoneas, tales como maiz, arroz, cafia de azucar, sorgo y algunos pastos
forrajeros, asi como con dicotiledoneas (Stacey y colab., 1992) y cactaceas (Mascarta y colab.,
1988).

De acuerdo con Okon (1994), Azospirilum ha sido catalogada como una “rizobacteria
promotora de desarrollo vegetal” 6 PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), y las
Investigaciones sobre ésta son muy numerosas debido a que esta bacteria presenta muchas

caracteristicas de interés agricola.

Hasta la fecha se han descrito seis especies de Azospiriium. Las dos primeras en describirse
fueron A. lipoferum y A. brasilense (Tarrand, Krieg y Dobereiner, 1978), basandose en las
diferencias fisiolégicas y morfolégicas de varias cepas y estudios de homologia de DNA.
Posteriormente se describieron las especies A. amazonense aislada de pastos del area
Amazonica de Brasil (Dobereiner, 1983), A. halopraeferans (Reinhold y colab., 1987), A
irakense (Khamas y colab., 1989) estas dos aisladas de suelos alcalinos y A largomobile
aislada de los lagos de Australia, (Dekhil, 1997), siendo corregido el nombre de esta especie a
A. largimobile (Sly y Stackebrandt, 1999). Recientemente, en honor a quien reiniciara los
estudios de este género bacteriano y descubriera otros diazotrofos, se nombrod la especie A

doebereinerae. (Hartmann y colab., 2000)
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1.4.1 Caracteristicas Microscopicas

El genero Azospirillum pertenece a la subclase alfa de las proteobacterias (Okon e ltzigsohn,
1992), las caracteristicas mas importantes en la identificacion de esta bacteria son: la forma
vibrioide, el pleomorfismo y su movilidad en espiral, misma que se pierde a las 72 horas en

algunas especies (Dobereiner, 1992).

La movilidad de esta especie de bacterias se da mediante un flagelo polar y con un movimiento
tipico helicoidal o vibratorio en medio liquido, solo A. brasilense, A. lipoferum y A. irakense
presentan un flagelo lateral cuando se desarrollan en medios de cultivo sélido el cual utilizan

para desplazarse sobre la superficie (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000).

Las bacterias de este género son fijadoras de nitrégeno de vida libre, Gram negativas, su
diametro oscila entre 0.9 y 1.2 um. Las células presentan en su interior elevadas cantidades de

poli-B-hidroxibutirato (PHB) que constituyen hasta un 50% del peso seco celular (Okon y colab.,
1976), estas se observan al microscopio como granulos refringentes en el interior de las células.
Diversas funciones fisiologicas son atribuicas al PBH, como permitir una mayor resistencia a la
desecacion, a la luz ultravioleta y al choque osmotico (Tal y Okon, 1985). Dependiendo la edad
del cultivo, las células pueden cambiar de forma y producir cistos o quistes que desempenan
una funcion importante en la sobrevivencia de las células en el ambiente cuando los nutrientes

SON escasos y previo a la asociacion con la planta. (Tal y Okon, 1985, Okon e Itzigsohn, 1992).

1.4.2 Caracteristicas metabdlicas y culturales

Las especies de Azospirillum crecen bien con acidos organicos como el malato y succinato pero
tienen la habilidad de utilizar diferentes azGcares y aminoacidos como fuente de carbono Yy
energia. Estas células son muy versatiles y tienen una amplia variedad de rutas metabdlicas
para obtener energia (ATP) e intermediarios (por bloqueo de sintesis de otros compuestos) a
partir de acidos organicos, azucares y aminodcidos (Okon, 1985). Se desarrolla bien a pH
heutro, aunque algunas prefieren condiciones mas acidas (Holt y colab., 1994), la fijacion de
nitrogeno ocurre uUnicamente en condiciones microaerobicas y su temperatura optima de

crecimiento es de 32-35°C.
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El medio de cultivo mas utilizado para el estudio de especies de Azospiriflum, es el Nfb semi-
solido (ss) que estd compuesto por malato y sales, ademas de ser un medio de cultivo carente
de nitrogeno. Este tipo de medio de cultivo se aplica para efectuar el aislamiento, el desarrolio
caracteristico de Azospirilum en este medio se presenta en forma de una pelicula blanca y
densa a 2mm debajo de la superficie del medio de cultivo, debido a que la bacteria solo fija el
nitrégeno en condiciones microaerofilicas, por lo que el desarrollo inicial se presenta debajo de
la superficie que es en donde existe esta condicion. La reduccion del nitrogeno atmosférico a
amonio, provoca la alcalinizacién del medio vy el vire del indicador azul de bromotimol. Este
medio también se utiliza para evaluar la capacidad fijadora de nitrogeno. Con tal fin en cultivos
de 24 horas se inyecta un volumen conocido de acetileno, se incuba y se exirae el gas para

determinar la cantidad de acetileno reducido mediante cromatografia de gases.

A continuacion se describen las caracteristicas culturales de Azospirillum en tres medios de

cultivo empleados para este fin.

En gelosa nutritiva, las colonias se observan de forma circular, con textura seca, elevacion
umbonada, con bordes lobulados vy las colonias con mas de una semana de incubacién

muestran una pigmentacion rosa opaco caracteristica (Tarrand y colab., 1978).

En agar rojo congo, las colonias toman una coloracién rojo escarlata que permite diferenciarla
de otros géneros bacterianos. También se pueden encontrar colonias mutantes de Azospiriflum
de color blanco debido a la incapacidad de producir polisacaridos no identificados (Rodriguez-
Caceres, 1982).

En agar papa (BMS), después de 1-2 semanas de incubacién a 33-35°C, las colonias de
Azospinlium se muestran de color rosa, opacas, con borde irregular, arrugadas y con elevacion
umbonada (Dobereiner y colab., 1976). La pigmentacion se ve favorecida en agar BMS cuado
estas se incuban con luz. Algunas cepas de A. brasilense forman colonias con una coloracion

rosa intenso (Tarrand y colab. 1978).
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1.4.3 Caracteristicas de importancia agrondémica

Se han realizado diversos experimentos que permiten confirmar la capacidad de Azospirillum de
promover el desarrollo de las plantas tanto en campo como en invernadero. Las bacterias de
este genero son bien conocidas desde hace afios como rizobacterias promotoras del desarrolio
vegetal 0 PGPR (Okon y Labandera, 1994; Okon y Vanderleyden, 1997).

El aumento en el crecimiento de las plantas por parte de A. brasifense no solo se limita al efecto
de la fijacion de nitrégeno. Existen otros mecanismos propuestos para explicar estos efectos
beneficos. La inoculacion con esta bacteria mejora el desarrollo de las raices (Okon y Kapulnik,
1986; Umali-Garcia y colab., 1980), aumenta el aprovechamiento de minerales (Barton y colab.,
1986; Lyn y colab., 1983) y agua por el sistemna radical (Sarig y colab., 1988). Para explicar este

efecto se han propuesto los siguientes mecanismos de accion:

a) fijacion de nitrégeno, b) actividad hormonal, ¢) sefales de moléculas no definidas que
interfieren con el metabolismo de la planta, d) produccién de nitritos y e) alteracién de la

permeabilidad de la raiz (Glick y colab., 2001).

Todas las propuestas son validas, no obstante y a pesar de casi 30 afios de investigacion no se
ha definido cual de ellos es el mas imporiante. En este sentido Bashan y Levanony (1990)
indican que estos mecanismos probablemente se lleven a cabo simultaneamente o de manera

secuencial, lo que depende de las condiciones ambientales que predominen.
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1.4.4 Mecanismos de accién

El modo de accion de Azospirillum hasta la fecha no esta bien definido, sin embargo se han
descrito la produccion de fitohormona, la fijacion de nitrogeno atmosférico, sefiales moleculares

indefinidas que interfiere con el metabolismo de la planta, produccion de nitntos.(Figura 1)

Figura 1. Mecanismos de accion de Azospirillum. (Tomado de Bashan y De-Bashan,
2005)
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1.4.4.1 Fijaciéon de nitrégeno

La fijacion de nitrogeno fue el primer mecanismo propuesto para explicar el mejoramiento en el
desarrollo de las plantas cuando éstas se inoculan con Azospirillum. Esto se debia a que se
presentaba un incremento en el numero de compuestos nitrogenados y la actividad de Ia

nitrogenasa.

Este mecanismo ha sido cuestionado debido a que las bacterias de este género no excretan
cantidades significativas de amonio en crecimiento diazotréfico. Este aspecto fue confirmado
por Bashan y colab. (1989), en un estudio en el que empled una mutante no fijadora, la cual al

ser inoculada indujo resultados similares a cuando se inoculd la cepa nativa.

1.4.4.2 Produccion de fitohormonas

Las fitohormonas son moléculas que se sintetizan en las plantas y actian a muy bajas
concentraciones (10° a 10”) regulando su crecimiento, desarrollo y metabolismo. Se conocen
varias clases de hormonas vegetales, algunas de ellas son promotoras del crecimiento
(auxinas, giberelinas y citocininas) y otras ejercen un efecto opuesto (etileno, acido abcisico).
Los niveles hormonales se pueden alcanzar por sintesis, transporte, compartimentalizacion o

destruccion (Lorence, 1999).

Es conocido que estas hormonas, son también producidas por diversas bacterias que viven en
asociacion con las plantas y estda comprobado que éstas incrementan la velocidad de

crecimiento y mejoran el rendimiento de las plantas. (Barea, 1974; Brown, 1976).

La aplicacion externa de hormonas sintéticas u hormonas purificadas de cultivos bacterianos
son similares a los efectos producidos por la inoculaciéon con Azospirillum sobre el desarrollo Y

morfologia de la raiz (Tien y colab., 1979).
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e Auxinas

El efecto de las auxinas se observa en el crecimiento y morfogénesis de las plantas, La mas
abundanie y estudiada es el acido indol-3-acético (AlA) y esta comprobado que éste induce el
alargamiento de las raices. El principal precursor de esta hormona es el triptéfano. Entre los
principales procesos que regulan las auxinas destacan la iniciacién de la radicula y de las raices
adventicias (enraizamiento), la prevencién de la caida de flores y frutos, el retardo de

senescencia y tropismo (Hernandez, 2001; Gonzalez, 2001).

La inoculacion con Azospirillum produce un efecto de deformacion en la raiz, induciendo la

ramificacion de ésta, un efecto similar se produce cuando se agrega AlA purificado y existen
reportes que indican que las cepas de Azospirillum producen mas de 30ug de AIA/mL en

medios de cultivo complementados con triptdéfano (Jain y Patriquin, 1985).

e (iberelinas

Las giberelinas representan un grupo de diterpencides acidicos encontrados en las
angiospermas, gimnospermas, helechos, algas, hongos y bacterias. Se conocen 138 giberelinas
diferentes, todas ellas presentan la estructura basica del acido giberélico y difieren solo en sus
cadenas laterales, las mas comunes son: GA,, GA; GA,;, GA; y GA; (www.plant-hormones:
Lorence, 1999).

Las giberelinas presentan muchos efectos fisiolégicos, cada uno depende del tipo de giberelina
presente en cada especie de planta (Davies, 1995; Mauseth, 1991; Raven y colab., 1992:
Salisbury y Ross, 1992). Algunos de los efectos que se observan son: incremento en el
crecimiento de tallos, interrupcion del periodo de latencia de las semillas provocando la
germinacion, movilizacion de las reservas de azlcares, inducciéon de la brotacién de yemas,

promocion del desarrollo de frutos y estimulacion de la sintesis de RNA mensajero.
Se ha encontrado que las giberelinas GA, y GA; son producidas por Azospirillum, aungue en

pequenas cantidades estas son bioldégicamente importantes (Janzen y colab., 1992: Tien Y
colab., 1979).
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e C(Citocininas

La primera citocinina descubierta fue la Kinetina, cuya accion es promover la division celular
(citocinesis). Las citocininas se han encontrado en |a mayoria de las plantas superiores asi
COmo en musgos, hongos, bacterias. Actualmente se conocen mas de 200 citocininas naturales

y sinteticas. La mas comun en las plantas es la zeatina, (www.plant-hormones).

La kinetina también se ha encontrado en cultivos de Azospiriflumn, los efectos que producen las
citocininas son: estimulacion de la divisién celular, retrasan el envejecimiento de los érganos
vegetales, promueven la organogénesis en los callos celulares, la expansion celular en
cotiledones y hojas, el desarrollo de cloroplastos, Ia ruptura de latencia de yemas axilares vy
tambien presentan un efecto inhibitorio del desarrollo de raices laterales (Rojas y Ramirez,
1993).

e FEtileno

El etileno es una hormona vegetal de bajo peso molecular que se difunde a través de los
tejidos. Este se produce en las plantas pero no en bacterias y se sintetiza en los tejidos
senescentes y frutos maduros. Los efectos que provoca en las plantas son: maduracién de
frutos, Interviene en la caida de las hojas, flores y frutos, elonga el tallo de las
monocotiledoneas, en muchas especies inhibe la floracion y puede cambiar el sexo de flores en
desarrollo. Este también interacciona en otros procesos como la formacién de raices

adventicias, la diferenciacién del tallo y raiz (Rojas y Ramirez, 1993).

Las plantas sintetizan mayor cantidad de etileno en respuesta al estrés y al ataque de
patogenos, provocando asi la estimulaciéon de |a senesencia, caida de hojas, inhibicion del
desarrollo de raices y muerte celular en los sitios de infeccién (Bashan y de-Bashan, 2005). Se
ha reportado que varias cepas bacterianas aisladas del suelo como Pseudomonas fluorecens,
Pseudomonas putida y Enterobacter cloacae entre otras, son capaces de utilizar como Unica
fuente de nirégeno al acido 1-amino-ciclopropano-1-carboxilico (ACC)el cual es el precursor de

etileno (Glick y colab, 1999). La enzima acc-deaminasa producida por las bacterias desamina e

ACC y en consecuencia la disminucion de los niveles de etilenc y facilita el crecimiento vegeta
(Penrose y Glick, 2003).

(o
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1.4.4.3 Produccion de nitritos

Los nitritos excretados por Azospirillum provocan un incremento en la formaciéon de raices
laterales (Bothe y colab., 1992). Este mecanismo se ha propuesto en los Ultimos afios y esta

poco estudiado (Bashan y Holguin, 1997).

1.4.4.4 Alteracion de la permeabilidad de la membrana

Se sugiere que las baclerias son capaces de excretar y transmitir sefales moleculares
indefinidas que pasan a través de la pared celular de las plantas y son reconocidas por sus
membranas. Esta interaccidn activa una serie de reacciones gue provocan la alteracion de la

permeabilidad de la membrana (Bashan y Holguin, 1997).

1.4.4.5 Colonizacion de las raices

Para que las plantas sean beneficiadas a través de uno o mas de los mecanismos de accion
que efectia Azospirillum es indispensable que la bacteria colonice las raices. Azospirilum ha
desarrollado dos formas de union: La primera (fase de adsorcion) es débil y se alcanza en corto
tiempo de 1-2 horas después de incubacidon (después de que la bacteria migra hacia las raices
por quimiotaxis o aerotaxis, o que la raiz alcanza el sitio de aplicacién del inoculante). Este
proceso involucra interacciones hidrofébicas y el reconocimiento de lectina entre la bacteria y la

pared celular de la planta.

La segunda (fase de anclaje) es mas fuerte e irreversible, comienza desde las 8 y hasta un
maximo de 16 horas de incubacion, este involucra la elaboracion de una red de polisacaridos-
proteinas, la cual ancla a la bacteria permanentemente a la superficie de la raiz (Michiels y
colab., 1991; Zaady y Okon, 1990, Steenhoutd y Vanderleyden, 2000). Posteriormente se lleva
a cabo la multiplicacion celular y forma pequefios agregados, esta forma de union proporciona
la ventaja de competir por los nutrientes que libera la raiz, mejor que las que se unen de forma
simple (Bashan y de-Bashan, 2005). En raices de jitomate, pepino, algodén y soja solo se ha
observado la segunda fase {Bashan y colab., 1991), probablemente este sea el principal factor

de 1a colonizacion efectiva.
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La union deficiente entre las bacterias de Azospirillum vy las raices de las plantas puede
provocar: 1) Que las sustancias excretadas por la bacteria se difundan en la rizosfera y sean
consumidas por otros microorganismos antes de que las plantas puedan utilizarlas. 2) Que el
agua arrastre a los microorganismos lejos de las raices donde no existan suficientes nutrientes

para que éstas sopbrevivan. 3) Los sitios donde no haya union de las bacterias con la raiz, son
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vulnerables a la colonizacion de microorganismos posiblemente no benéficos para las plantas.

Figura 2. Tipos de union de Azospirillum con raices de plantas. (Tomado de Bashan y

de-Bashan, 2005)
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2. METODOLOGIA

DIAGRAMA GENERAL DE ACTIVIDADES

Activacion y verificacién de pureza
de la cepa

Preparacion de los soportes

\

\

Propagacion y ajuste de poblacién

Control de calidad en los soportes
(pH y prueba de esterilidad)

Y

INOCULACION

Y v v
Medio Liquido Turba Alginato
Y Y
Maduracidn Produccidén de perlas
Y
Lavado
\/
Secado
Y

Control de calidad (pH, células
viables de Azospirillum, ausencia
de contaminantes y caracteristicas
de interés agronémico)

\

\

Producto terminado

Producto almacenado
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MATERIAL BIOLOGICO

Para la produccién de los biofertilizantes se empled la cepa VSS9 perteneciente a la
especie Azospirillum brasilense la cual se aislo de sorgo rojo en el Valle de Santiago, Gto.
y que pertenece a la coleccion del Laboratorio de Microbiologia Experimental de la
Facultad de Quimica de la UNAM.

2.1 ACTIVACION Y VERIFICACION DE PUREZA DE LA CEPA

Del cultivo de referencia se tom6 una asada y se suspendio en Solucion Salina Isoténica

(SSI). A partir de esta suspensién se inocularon:

Tubos que contenian un medio de cultivo semisélido a base de malato, diversas
sales y carente de nitrogeno al cual se le conoce como Nibss (Anexo 1) (Tarrand y
colab., 1978).

Cajas Petri que contenian Gelosa Nutritiva o Agar BMS (Anexo 1). Todas fueron
incubadas a 35°C durante 7 dias, después de los cuales se hizo la observacion de

las caracteristicas coloniales. (Tarrand y colab., 1978).

De los cuitivos anteriores se hicieron observaciones microscopicas en las que se verifico
la pureza, morfologia y movilidad de la bacteria en estudio, asi como la presencia de

granulos refringentes en el interior de las bacterias y la formacion de cistos.

2.2 ESTANDARIZACION DEL INOCULO

Considerando que los biofertilizantes a base de Azospirillum tienen un efecto benéfico
sobre el desarrolio de los vegetales cuando la poblacién oscila entre 10° y 10° bacterias
viables / mL o g de soporte, y que la cantidad de células viables varia con el tipo de
soporte, se realizo un ensayo preliminar a fin de establecer la concentracion inicial del
inoculo y su repercusion en la concentracién del biofertilizante liquido y de los tres sdélidos
(turba molida o en polvo fino, turba sin moler y perlas de alginato) después de siete dias

de almacenamiento.
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2.2.1 Curva de crecimiento

El ensayo se realizd por triplicado, efectuandose tres resiembras sucesivas que

corresponden a:

Activacion de la cepa en medio Nfbss y en las condiciones de incubacion antes

indicadas.

Adaptacion de la cepa al medio de cultivo -Caldo Nutritivo (Anexo1)- que se
empleara para la produccion del biofertilizante, en este caso los cultivos se

incubaron por 72 horas con agitacion de 150rpm a la temperatura indicada.

Propagacion. Del cultivo anterior se transfirieron alicuotas de 5mL a tres matraces
que contenian caldo nutritivo {CN). Estos se incubaron en las condiciones
indicadas, realizandose las lecturas de absorbancia a una longitud de onda de
o60nm (Asg) del cultivo al tiempo cero e intervalos de cuatro horas durante 48

horas.

2.2.2 Determinacion de células viables para el ajuste del inoculo inicial

A partir de cultivos en fase logaritmica terminal se tomaron las alicuotas con diferentes
volumenes y mediante la adicion de caldo nutritivo se ajustaron a las lecturas de Aqg;
recomendadas por Urzua, (2001); Esquivel, (2002); Hernandez y Hernandez y Ruiz,
(1987) que corresponden a 0.008, 0.015, 0.030, respectivamente y por Bashan, (1986)
1.0,1.5y2.0.

En el caso de las perlas de alginato, el cultivo de 24hrs se centrifugd a 3000rpm por
15min, el paquete celular se lavo dos veces con SSI estéril; posteriormente se suspendié

en la misma solucién y se ajusto a la lectura de Asq, requerida.

La cuantificacion de células viables se realizd mediante el método de diluciones y vertido

en placa en gelosa nutritiva. Cada determinacion se hizo por triplicado.
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2.3 PRODUCCION DE BIOFERTILIZANTES

Se prepararon cuatro presentaciones de biofertilizantes, uno liquido y tres sdlidos. De
estos ultimos dos a base de turba canadiense {Sunshine), molida (en polvo) y sin moler y
el tercero a base de alginato (granular). De cada tipo de biofertilizante se prepararon 30
unidades que fueron almacenadas durante diferentes tiempos a temperatura ambiente.
Simultdneamente de cada biofertilizante se prepararon 18 unidades que no fueron

inoculadas y se emplearon como control de esterilidad.
2.3.1 Preparaciéon de soportes

2.3.1.1 Liquido
Este soporte corresponde al medio de cultivo que se emplea en la propagacion (CN) el
que contiene extracto y peptona de carne. Para su uso el pH se ajusté entre 6.8 y 7.0

y se esterilizd en autoclave a 121°C, con una presion de 15Ib/in® durante 15 minutos.
2.3.1.2 Solidos

a) Polvo (turba molida) ~1000g de turba se molieron en un molino de martillos (Micro-
Pulverizer) con lo que se obtuvieron particulas de 0.075 a 0.025mm de diametro.
Posteriormente se neutralizé con 200g de carbonato de calcio; se esterilizd en autoclave a
121°C, presion de 15Ib/in® durante 2hrs y se distribuyd en bolsas de polietileno, colocando

20.0g en cada una.

b) Turba sin moler — Se emplearon 1000g de turba. La neutralizacion, esterilizaciéon y

distribucion, se efectud siguiendo el procedimiento antes indicado.
c¢) Granular (alginato de sodio) - 15g de alginato de sodio de 3500¢cps y 5 gramos de

alginato de sodic de 14000cps (Sigma) se disolvieron en 800mL de agua destilada, esta

mezcla se esterilizo en autoclave a 121°C, presion de 151b/in® por 15min.
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2.3.2 Preparacidén del inocuiante

2.3.2.1 Activacion. A partir del cultivo en el que se verificd la pureza, se realizé
una resiembra en tres tubos que contenian 10mL del medio Nfbss, los cuales se

incubaron a 35°C por 72hrs.

2.3.2.2 Adaptacion. Para lograr la adaptacion de la cepa al nuevo medio de
cultivo se transfirieron cinco asadas del cultivo anterior en matraces de 250 mL con

125mL de CN. Estos se incubaron a 35°C con 150rpm de agitacion por 72hrs.

2.3.2.3 Propagacion. Del cultivo anterior se transfirieron alicuotas de 5mL a
matraces con 125mL de CN y se incubd a 35°C con 150rpm de agitacion por 24hrs,

Tiempo en el que la cepa esta en la fase logaritmica.

2.3.3 Ajuste del inoculo

Con base en la densidad poblacional recomendada para las diferentes presentaciones de
biofertilizante y los resultados obtenidos en el ensayo preliminar, a los cultivos de
propagacion se les adiciond CN y se ajustaron a las lecturas de absorbancia indicadas en

el siguiente cuadro:

Cuadro 6. Ajuste final del in6culo

____ BIOFERTILIZANTE . Aseo
LIQUIDO 0.009
TURBA POLVO | 0.013
TURBA SIN MOLER -' 0.032

PERLAS DE ALGINATOQ 1.951

2.3.4 Inoculacion de los soportes

Biofertilizante liquido. La suspension del inéculo ajustado, se distribuyd en

frascos de vidrio ambar limpios vy estériles colocando en cada uno 20mL.
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Biofertilizantes a base de turba molida y sin moler. A cada bolsa con 20¢g de
turba se le adicionaron 20.0mL del indculo ajustado (Cordova, 1985), inmediatamente
después se homogeneizd y se selld herméticamente. Para su maduracidn todas las

bolsas se incubaron a 28°C durante siete dias.

Biofertilizante granular a base de alginato. 200mL de la suspension bacteriana
ajustada se mezclaron con el alginato de sodio estéril. Para la produccion de las perlas
(figura 3), la mezcla anterior se goteé en una solucion de cloruro de calcio 2.0% (Anexo1)
en agitacion, posteriormente las perlas se lavaron con SS| estéril. Para aumentar la
cantidad de bacterias (enriquecimiento 0 maduracién), las perlas se colocaron en CN e
incubaron durante 24hrs a 35°C y agitacion de 200rpm. E! medio se drend y las perlas se
deshidrataron colocandolas en una campana de flujo laminar durante 12hrs,
posteriormente se distribuyeron en frascos viales limpios y estériles con 2.0g cada uno. E

tamano final de las perlas corresponde al caracteristico de la presentacion granular.

Todos los inoculantes se almacenaron a temperatura ambiente, en un lugar seco y

protegido de la luz.

Figura 3. Sistema de produccion de perlas de alginato

AR

\p

La bomba de aire (a) inyecta aire al matraz que contiene la mezcla de alginato

de sodio y la suspension bacteriana (b), de esta forma se incrementa la presion
en el matraz, la mezcla pasa a través del tubo de vidrio (¢) y sale por la punta
capilar de vidrio (d) de diametro similar a agujas calibre 21. Las gotas al caer en

la solucion de CaCl, (e) forman las perlas.
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2.4 CONTROL DE CALIDAD DE LOS BIOFERTILIZANTES

2.4.1 Pruebas de control de calidad de soportes.

pH: Este debe de estar cercano a la neutralidad para permitir la propagacion vy
sobrevivencia de la bacteria (Ramirez-Gama, 2002). Se determind con un
potenciometro Beckman Mod. H2.

Soporte liquido. La determinacion se realizd directamente en el medio de cultivo.
Soporte solido a base de turba. Se pesé 1g de turba y se suspendié en 10mL de
agua destilada posteriormente se determiné el pH.

Soporte sélido a base de alginato. La determinacion se realizd directamente en el

alginato disuelio en agua.

Porcentaje de humedad en soportes a base de turba: una muestra de turba se
pesO y seco en horno hasta peso constante y el % se obtuvo por la diferencia de

los pesos inicial y final.

Prueba de esterilidad: Para confirmar la ausencia de contaminantes se tomaron
tres muestras de cada soporte, se realizd una dilucion 1:10 (p/v) y se sembréd
mediante la técnica de vertido en placa empleandose gelosa nutritiva como medio
de cullivo. La ausencia de contaminantes es fundamental debido a que su
permanencia y propagacion dan lugar a la competencia por nutrientes y espacio,

inhibiendo la multiplicacion de la bacteria de interés (Stephens y Rask, 2000).
2.4.2 Pruebas de calidad durante el proceso de produccién
Durante la activacion, adaplacion y propagacion de los cultivos se verificd la pureza
mediante la observacion microscopica en fresco y tincion de Gram. Determinaciones que
se hicieron al tiempo cero y después de la incubacion.

2.4.3 Pruebas de control de calidad en producto terminado.

Inmediatamente despueées del envasado se tomaron tres muesiras de cada tipo de

biofertilizante y se efectuaron las siguientes determinaciones:
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pH: Biofertilizante liquido. La determinacion se realizé de la misma forma que en el
soporte.
Biofertilizantes a base de turba. Se siguio el mismo procedimiento realizado en el
soporte,
Biofertilizante granular. Se tomaron 10 perlas, se disolvieron en 5mL de buffer de

fosfatos (Anexo 1) y finalmente se determiné el pH.

Porcentaje de humedad en biofertilizantes a base de turba: mismo procedimiento

que en el soporte.
Cuantificacion de células viables / mL ¢ g del biofertilizante

Deteccidon de contaminantes - se tomaron 3 muestras sin inocular.

Las dos ultimas determinaciones se realizaron por el método de dilucion y vertido en placa
empleando gelosa nutritiva. El criterio a seguir para el control de calidad fue la
observacion de las caracteristicas macro vy microscopicas tipicas de las colonias

desarrolladas.
2.4.4 Pruebas de control de calidad en producto almacenado.
Las determinaciones indicadas anteriormente se repitieron en tres muestras de cada tipo

de biofertilizante a los siguientes tiempos de almacenamiento 7, 15, 30, 60, 90,120, 150 y

180 dias. La deteccidn de contaminantes se realizd tomando tres muestras sin inocular 3
los 30, 60, 120, 150 y 180 dias.
2.4.4.1 Verificacion de las caracteristicas fisiologicas de interés agronomico.
Estas determinaciones se realizaron al tercer mes de almacenamiento.
2.4.4.1.1 Produccién de compuestos inddlicos mediante la prueba de Salkowski.

En esta determinacion los compuestos inddlicos se manifiestan por la reaccion con el

reactivo de Salkovski que produce un color rojo fucsia.
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Induccion enzimatica
Se tomo 1g del biofertilizante a base de turba, 1.0mL del biofertilizante liquido y 10
perlas del biofertilizante a base de alginato, cada uno de elios se adiciond en matraces

Erlenmeyer con 100mL de medio de cultivo de Tyler, recomendado por Jain Y
Patriquin (1985)-Anexo 1- adicionado con NH,Cl y 100ug de triptéfano, las

condiciones de incubacion fueron a 35°C con 150rpm de agitacion por 24hrs.

Determinacion de compuestos inddlicos.

Despuées de la incubacion se tomaron alicuotas de diferentes volumenes y se ajusto la
poblacion celular por nefelometria hasta obtener una lectura aproximada de 10UK las
lecturas se realizaron en un nefelometro Klett Summerson con filtro verde.
Posteriormente se transfirieron 10mL de la suspension ajustada en matraces con
100mL del medio de cultivo anterior la adiciéon se hizo por duplicado, y se incubé a

35°C con 150rpm de agitacion.

La deteccion de compuestos indédlicos, se realizé mediante la reaccion colorimétrica

de Salkowski.

Después de 24, 48, 72, 96 y 120hrs de incubaciéon se tomaron alicuotas de 5mL de
cada uno de los cultivos, se centrifugaron a 3000 rpm por 25 min. A 1mL del
sobrenadante se le agregaron 4mL del reactivo de Salkowski (Anexo 1) y se realizé la
lectura de absorbancia a 530nm, a los 20 min de la reaccion. Las lecturas se

realizaron en un espectrofotdémetro Ultrospec 3000 (Pharmacia Biotech).

Para calcular la cantidad de compuestos indélicos producidos, se realizé una curva
patron de concentraciones estandar de acido indol acético, se calculd asi la
concentracion del compuesto en la muestra a partir de la absorbancia y el coeficiente

de absorciéon molar.

2.4.4.1.2 Fijacién de nitrégeno

Se tomo un gramo de biofertilizante a base de turba, 1mL del biofertilizante liquido Y

10 perlas del biofertilizante a base de alginato, cada tipo de muestra se adiciono en
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matraces Erlenmeyer con 100mL de medio de Tyler y se incubd por 24 horas a 35°C

con 150rpm de agitacion.

A cada matraz se le ajusté la lectura a 10UK: a partir de cada matraz se inocularon
con asa tres tubos con Nfbss carente de nitrégeno los cuales se incubaron a 35°C
durante 72 horas, a partir de estos tubos se efectud una resiembra en el mismo medio.
En estos nuevos cultivos, las lecturas se efectuaron cada 24 horas mediante el
registro del desarrollo microbiano tipico y observacidbn de caracteristicas

microscopicas en preparaciones en fresco.

2.4.4.1.3 Colonizacion de raiz

Para confirmar la capacidad de colonizacion de raiz por parte de la bacteria, se
utilizaron semillas de jitomate (Lycopersicon esculentum), tipo bola, variedad caiman.

con germinacion de 90-95%.

Inoculacidon de semillas
Debido a que las semillas estaban recubiertas con un fungicida que inhibe el
desarrollo de Azospirillum, se realizaron tres lavados con agua destilada estéril y

agitacion con vortex.

Después las semillas se inocularon con el biofertilizante correspondiente:
Biofertilizante liquido:
Las semillas se colocaron en 20mL. del biofertilizante por una hora, posteriormente
se sembraron en charolas de germinacion que contenian turba sin esterilizar.

Biofertilizantes Sélidos:

a) Polvo {turba molida)

En una bolsa de plastico se colocd un gramo de semillas previamente lavadas,
S€¢ agregaron 3mL de un adherente {goma arabiga 40%) y 0.01g del
biofertilizante, estas se agitaron hasta lograr el recubrimiento de las semillas Y
se procedio a distribuirlas en charolas de germinacion gque contenian turba sin

esterilizar
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b) Turba sin moler

En cada oquedad de las charolas de germinacién que contenian turba sin
esterilizar, se colocaron una semilla y 0.05g del biofertilizante a 1cm de

profundidad.

c) Granular (perlas de alginato)

En cada oquedad de las charolas de germinacion que contenian turba sin
esterilizar, se colocaron una semilla y 0.1g de perlas de alginato a 1cm de

profundidad.

Tratamiento sin inocular (testigo)

Las semillas previamente lavadas se colocaron directamente en las charolas de

germinacion con turba sin esterilizar.

Cultivo en Invernadero

Por cada tratamiento se sembraron 10 semillas y las charolas se mantuvieron en
invernadero (previamente desinfectado con el gas generado por una mezcla de
permanganato y formaldehido) durante 45 dias a 30/18°C dia / noche y 75% de

humedad relativa. Se efectuaron riegos semanales con agua filtrada.

Cuantificaciéon de Azospirillum

A los 45 dias se seleccionaron al azar cinco plantas de cada tratamiento. A las
raices se les elimind el soporte adherido mediante un lavado superficial.
Posteriormente se colocaron en cajas de Petri, se desinfectaron con hipoclorito de
sodio al 5% durante un minuto y se enjuagaron tres veces con agua destilada
esteril. Se tomd un gramo de raiz y se macero en 9mL de agua destilada estéril y a
partir de esta suspension se realizaron diluciones decimales hasta 10° Se
inocularon series de cinco tubos con Nfbss con 1mL de las diluciones 10° hasta
10" de cada uno de los tratamientos. Los tubos se incubaron a 37°C v la lectura se

realizé a las 72 horas.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 VERIFICACION DE PUREZA DE LA CEPA

En el Cuadro 7 se presentan las caracteristicas macroscopicas y microscopicas
observadas en los tubos con Nfbss y en las placas de gelosa nutritiva, en este se observa
que el desarrollo de la cepa en ambos medios corresponde a las caracteristicas

reportadas por Dobereiner (1978) y Holt en Bergey's Manual of Determinative

Bacteriology (1994). Asimismo se confirmo que el cultivo estaba puro.

Cuadro 7. Caracteristicas de Azospirillum observadas en la verificacion de pureza de la

cepa.

Medio

Caracteristicas
macroscopicas

Caracteristicas microscopicas

NFb ss

Formacion de pelicula de
crecimiento entre 2-3mm debajo
de la superficie, y alcalinizacion
del medio que contirma la
fijacion de nitrégeno
atmosfterico. (Fig. 4)

Tincion en fresco.- las bacterias
presentan forma vibricide, con
movilidad helicoidal y granulos
refringentes de poli-3-
hidroxibutirato en su interior vy
forma de cistos.

Gelosa Nutritiva

Colonias rosadas, de forma
circular con borde irregular, de
aspecto seco vy elevacion
umbonada. (Fig. 5)

Tincion al Gram.- Bacilos, Gram
negativo, presencia de granulos

de poli--hidroxibutirato

Figura 4. Azospirillum brasilense
VS9 en Nfb ss

Figura 5. Azospirillum brasilense
V&9 en gelosa nutritiva
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3.2 ESTANDARIZACION DEL INOCULO
3.2.1 Curva de crecimiento

En la Figura 6 se presenta la grafica con las lecturas de absorbancia a diferentes tiempos
de incubacién, en donde se observa que la fase logaritmica se mantuvo de las 20 a las 36

horas, por esta razon se eligio el cultivo con 36 horas de incubacion.

Figura 6. Curva de crecimiento de Azospirillum brasilense VS9 en caldo nutritivo
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3.2.2 Determinacion de celulas viables en el indculo inicial

Los resultados obtenidos (Cuadro 8) permitieron seleccionar las lecturas de absorbancia
adecuadas para el in6culo inicial de cada biofertilizante, las que corresponden a 0.009
para el biofertilizante liquido; 0.013 para el sélido en polvo a 0.032 para el solido granular

a base de turba y 1.951 para el sélido granular a base de alginato.
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Cuadro 8. Lecturas de absorbancia y poblacion inicial

Biofertilizante Asco UFC /g d mL
Liquido 0.009 2.2x 10
Solido polvo 8
(turba) 0.013 | 8.2x10
Solido granular 0.037 > 6 x 10°

(turba)

Soélido granular 7
(alginato) 1.951 1.3x10

3.3 PRODUCCION DE BIOFERTILIZANTES.

El proceso de produccion de cada uno de los biofertilizantes es distinto, en cada caso se

utilizaron diferentes matenas primas y procedimientos:

L.as materias primas utilizadas para la produccidén del biofertilizante liquido son

menos costosas y el procedimiento para la elaboracion del mismo es mas sencillo.

En el caso de los biofertilizantes sélidos a base de turba, se debe considerar que
la turba no se produce en México, por lo que es necesario importar esta materia
prima, por otra parte la esterilizacién de la misma requiere de un tiempo mayor,
ademas de que el proceso implica mayor manipulacion y por lo tanto se necesita
un mavyor cuidado para evitar contaminacién, esto hace del proceso mas laborioso

y costoso que el biofertilizante liquido.

Por Ultimo el biofertilizante sélido a base de alginato, necesita de materias primas
mas costosas, mayor cantidad de material, el proceso requiere de mas tiempo y
manipulacion ya que requiere de mas pasos y se necesitan 12hrs para la

deshidratacion de las perlas.
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Las Figuras 7 a 10 ilustran los cuatro tipos de biotertilizantes

Figura 7. Figura 8. Figura 9. Figura 10.

LS ey e

Liquido Turba en polvo Turba sin moler Perias de alginato

3.4 CONTROL DE CALIDAD DE LOS BIOFERTILIZANTES

3.4.1 Pruebas de control de calidad de soportes.

En el Cuadro 9 se observa que el pH de los cuatro soportes fue proximo a la neutralidad y

en ninguno de ellos se detectd la presencia de contaminantes. En lo que respecta al
porcentaje de humedad, en el caso de la turba, este se encuentra muy cercano al

recomendado, y que corresponden a aproximadamente 9% de humedad (Cordova, 1985).

Cuadro 9. Control de calidad de los soportes esterilizados

# de
Soportes pH microorganismos % Humedad
/9
Liquido 7.2 0 ND
Turba polvo 6.9 0 11
Turba granular 6.9 0 10
Alginato 6.85 0 ND
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3.4.2 Pruebas del control de calidad durante el proceso de produccion

Las observaciones de las preparaciones en fresco y con tincidn de Gram realizados en los
cultivos de activacion, adaptacién y propagacion mostraron un solo tipo de morfologia.

En las preparaciones en fresco se observaron formas espirales maoviles con granulos
refringentes que corresponden a poli-B-hidroxibutirato. (Figura 11). En tanto que en los
frotes tenidos se observaron formas bacilares curvos Gram negativo, o que coincide con

lo reportado por Tarrand y colab. (1978).

Figura 11. Azospirillum brasilense VS9.

g

Prébaraﬁiéh eﬂ-frescc—} tomada de un cultivo de 72hrs
en el medic Nfb-ss (100x)

3.4.3 Pruebas de control de calidad en producto terminado y almacenado

En la Figura 12 se observa que en el producto terminado (tiempo 0) de los cuatro
biofertilizantes el pH fluctué entre 6.6 y 7.3, estos valores se encuentran cercanos a la

neutralidad o que favorecid la propagacion y sobrevivencia del microorganismo.

Durante el almacenamiento el pH se mantuvo constante en el biofertilizante a base de

alginato, esto se debe a que al permanecer inmovilizadas en la matriz del polimero, el
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metabolismo de las bacterias se encuentra reducido; en cambio en el biofertilizante liquido
se registraron variaciones que determinaron la alcalinizacion del mismo. Lo anterior no es
sorprendente si se considera que en el biofertilizante liquido el soporte es el mismo medio
de cultivo y los productos del metabolismo se acumulan en él lo cual incide en el

incremento del pH.

En tanto que en los biofertilizantes sdlidos a base de turba, registraron ligeras variaciones
durante los primeros 60 dias y después se mantuvo constante con valores muy proximos
a la neutralidad, en la literatura se indica que las bacterias en la turba se mantienen
metabdlicamente activas (Bashan y Carrillo, 1996), este hecho no refleja cambios en el ‘
pH, y puede deberse a que la turba permite amortiguar los metabolitos producidos por las

hacterias.

Figura 12. Seguimiento del pH de cuatro biofertilizantes a diferentes tiempos de
almacenamiento
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Respecto a la cantidad de bacterias viables en los inoculantes, Bashan y Levanony (1990)
menciona que las poblaciones 6ptimas deben fluctuar entre 10° y 10° UFC / g. Los
resultados obtenidos indican que en producto terminado, asi como durante los primeros
cinco meses de almacenamiento, la poblacion se mantuvo dentro del intervalo

recomendado por los estandares internacionales. Figura 13.

La disminucién de la poblacién en los diferentes biofertilizantes es gradual y de diferente
proporcion en cada uno de ellos, en el caso del inoculante liquido se observa mas
pronunciada y se puede relacionar con el cambio en el pH, debido a que al alcalinizarse el

medio liquido la sobrevivencia de [0s micrcorganismos se vio atectada (Figuras 12y 13).

En las determinaciones realizadas a los cuatro biofertilizantes durante los diferentes
periodos de almacenamiento, en las placas de gelosa en las que se efectud la
cuantificacion se regqistrd el crecimiento de un sclo tipo de colonias que corresponden a

Azospirillum 1o que indica que no hubo contaminacion con otro tipo de microorganismos.

Figura 13. Seguimiento de la viabilidad de Azospirillum brasilense V39 en los
biofertilizantes al tiempo cero y durante el almacenamiento
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En la Figura 14 se observa que el porcentaje de humedad disminuyo a partir de los 80
dias en el biofertilizante en polvo y de los 120 dias en el biofertilizante a base de turba sin

moler. Después de estos tiempos, el porcentaje de humedad estuvo por debajo del

recomendado para este tipo de biofertilizantes que va de 50-60% de humedad (Cordova,
1985). El uso de bolsas de polietileno de las que se desconocia el tamano del poro pudo
influir en la pérdida de humedad, ya que para esta presentacion se recomienda usar
recipientes con espesor de 20-25um (Cdrdova, 1985) con lo que se asegura el
intercambio gaseoso, el mantenimiento de humedad y la sobrevivencia de los
microorganismos por periodos hasta de 12 meses. No obstante es pertinente enfatizar
que a pesar de la perdida de humedad la densidad poblacional se mantuvo dentro de l0s

intervalos recomendados.

Figura 14. Contenido de humedad en biofertilizantes a base de turba
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3.4.4.1 Verificacion de las caracteristicas fisiologicas de interes agronomico
3.4.4.1.1 Produccion de compuestos indolicos

En estudios anteriores se reporta que Azospirillum brasilense produce acido indol acético
(AlA); aspecto de gran interés debido a que mediante este mecanismo el microorganismo
estimula el crecimiento de las raices, la absorcion de nutrimentos y una mayor produccion
(Tien y colab, 1979). Esta caracteristica también ha sido reportada en la cepa VS9

(Hernandez, 1997) misma que se empled en este estudio.

En el cuadro 10 se observa que en el cultivo stock de la cepa VS9 de Azospirillum
brasilense, la produccion de acido indol acetico se registra desde las 24 horas. La mayor
produccidn de eéste se presenta a las 48 horas para despues mantenerse constante. Al
comparar estos resultados con los obtenidos de los cultivos a partir de los cuatro
bicfertilizanles se observa un comportamiento similar lo que indica que la cepa conservo

esta caracteristica vy que los soportes empleados no influyeron en la misma.

Cuadro 10. Produccién de Acido indol acético en cultivos de referencia y
los procedentes de biofertilizantes

Acido indol acético {pg/mL)

E;}Ez';? REFERENCIA |  LIQUIDO b T en | PERLAS
24 16.604 20.812 17.545 21.059 18.881
48 68.436 68.535 69.079 68.931 69.426
72 64.871 66.604 66.554 67.941 66.208
96 67.396 67.248 68.485 67.000 66.356
120 69.079 70.812 69 921 70.267 68.980

Resultados similares reportan Hartmann y colab. (1983), quienes indican que la

produccién de AlA por parte de A. brasilense es de 40 y 80 ug/mL, cuando el medio de

cultivo de induccion enzimatica recomendadc por Jain y Patniguin (1985) es
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complementado con triptéfano. Mascarta-Esparza y colab. en 1988, reportan que las

cepas de A. brasilense producen entre 36.5 y 75 ug/ml. Estos resultados coinciden con

los obtenidos en este trabajo.

3.4.4.1.2 Fijacién de nitrégeno

En el Cuadro 11 se observa que los microcrganismos procedentes de los cuatro tipos de

biofertilizantes fueron capaces de desarrollarse en el medio carente de nitrogeno, lo que

confirma que los microorganismos conservaron su capacidad para fijar nitrégeno y que los

soportes no influyeron en esta caracteristica.

En todos los casos se reqistrd el crecimiento de la bacteria como una pelicula que se
formo en la parte media del tubo y que emigro hacia la superficie a medida que aumentd

el tiempo de incubacion y la aicalinizacion del medio de cultivo.

Cuadro 11.Desarrolio de Azospirilflum brasilense V59
en Nfbss carente de nitrogeno

24HRS 48HRS 72HRS
PERLAS + ++ ++ 4
LIQUIDO + ++ ++4
TURBA POLVO + ++ +++
TURBA SIN
MOLER + e e +4+
STOCK + ++ 4+

+ Ligero vire del medio de cultivo y aparicion de pelicula a en
la parte media del tubo

++ Vire intenso del medio de cultive y pelicula con migracion
ascendente

+++ Vire completo del medio de cultivo y presencia de |a
pelicula en Ia superficie del medio de cultivo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.4.1.3 Colonizacion de raiz

En la Figura 15 se observa que en las raices procedentes del tratamiento testigo no se
detecto la presencia de Azospirillum. En tanto que las bacterias procedentes de los cuatro
biofertilizantes conservaron la capacidad de colonizacidn observandose una mayor
presencia microbiana en las raices procedentes del biofertilizante a base de perlas de
alginato. Esto coincide con lo reportado por Bashan (1998b), Esquivel (1997) y Urzua
(2001), quienes confirmaron la colonizacion de raices de jitomate por Azospirilium
procedente de biofertilizantes liquidos, e indican poblaciones en raiz entre 10° y 10" UFG /

g de raiz.

Figura 15. Colonizacién de raices con Azospirillum brasilense VS9 en plantulas de
jitomate inoculadas con cuatro biofertilizantes

5.00

4.00

3.60

Log NMP / g de raiz

1.Q0

0.00
Testigo Liquido Turba en polvo  Turba sin moler Perlas de alginato
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

1. La aplicacion de buenas practicas de manufactura condujeron a la

obtencion de biofertilizantes con buena calidad.

2. Los soportes empleados en la produccion de biofertilizantes solidos no
influyeron en la viabilidad y caracteristicas fisiologicas de la cepa V39 de

Azospirillum brasilense .

3. A pesar de la disminucidn de la poblacion y alcalinizacion en el

biofertilizante liquido la poblacion bacteriana se mantuvo dentro del

intervalo recomendado durante el almacenamiento

4. La obtencion del biofertilizante a base de perlas de alginato, implica un

proceso mas complejo y costoso.

5. La centrifugacién y deshidratacion empleadas para la obtencion de perlas

de alginato no alteraron la calidad de este tipo de biofertilizante.
6. Todos los biofertilizantes cumplen con las caracteristicas de interes

agricola, aunque por costos son mas recomendables los biofertilizantes a

base de turba.




RECOMENDACIGNES

RECOMENDACIONES

1. Efectuar el seguimiento de la viabilidad de la Azospinllum brasilense VS9

por un mayor periodo a fin de establecer la caducidad de los productos.

2. Realizar estudios del efecto de la aplicacion de las cuatro presentaciones
de biofertilizantes sobre el desarrollo de las plantas de interés agricola
3. Establecer colaboracion con otras instituciones de investigacion nacionales

y de otros paises a fin de generar un proyecto de normatividad que regule

la calidad de este tipo de productos.
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ANEXO1

ANEXO 1. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

Medio NFb semisdlido

Medio recomendado por Tarrand y colab (1978) para el aislamiento y caracterizacion

primaria de Azospinlium.

Acido succinico
K-HPO,
MgSQO, 7 H,O
NaCl

CaCl, 2 H,0O
Na,MoQO, . H,O
MnSO, 2 H,0
FeCl,

KOH

Azul de bromotimol
Agar

H,O

pH

Gelosa nutritiva

E-xtracto de carne
Peptona de carne
Agar

H,O

pH

Medio BMS (agar papa)

Papas cortadas
Acido malico

Azul de bromotimol (Sol. alcoholica al 0.5%)

KOH

Azucar comercial
*Solucion de vitaminas
Agar

H,O

5.0
0.5
0.2
0.1
0.02
0.002
0.1
0.002
4.5
2.0
4.0

1

6.8

17

7.0

200
2.5
2

2.5
2.5
1.0
15

FQ JQQOQQOQOQQOQUQ

= Q

mlL.

*(0.1g de biotina, 0.02g de piridoxina en 1L de agua destilada)

Caldo nutritivo

Extracto de carne
Peptona de carne
H,O

pH

~N 2O w

&
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ANEXO 1 2o

Medio Tyler (Jain y Patriquin, 1985)

Succinato de Na 2.5 g
Fructuosa 2.5 g
KQHPO.;; 9 g
KHQPO4 4 .
MgSO, 0.2 g
NaCl 0.1 g
CaCl, 0.02 ¢
FeCl, 0.01 g
Na,MoO, . H,O 0.002 ¢
Agar 14 g
H,0O 1 L
pH 6.8-7.0

Tiptéfano 0.1 g

Medio liquido se adiciona NH;Cl  1.5g

La fructuosa y la fuente de fosforo se esterilizan cada uno por separado

El tnptdfano se esteriliza por filtracion

Reactivo de Salkowski

FeCl; 3 mL
HESO4 60 mit.
H,O 100 mL

Buffer de fosfatos para disolver perias de alginato

KH.PO, 0.9072g/100mL
Na,HPO, 1.1867g/100mL

Solucion de CaCl (2%)

CaCl 2 g
H,O 100 mL
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ANEXQOZ2

ANEXO 2.
Cuadro 12. Curva de crecimiento de Azospirillum brasilense
VS9 en caldo nutritivo
HORAS A B C PROMEDIO

0 0.028 0.025 0.024 0.026

4 0.023 0.022 0.023 0.023

8 0.027 0.026 0.025 0.026

12 0.048 0.036 0.032 0.039

16 0.040 0.039 0.040 0.040

20 0.330 0.172 (.251 0.251

24 0.672 0.488 0.562 0.574

28 1.005 1.080 1.043 1.043

32 1.530 1.440 1.485 1.485

36 1.890 2.680 2.320 2.297

40 2157 2.228 2.193 2.193

44 2.050 2.360 2.205 2.205

48 2.684 2.420 2.520 2.541
Cuadro 13. Promedio de cuenta de unidades formadoras de colonias de biofertilizantes

a diferentes tiempos
UFC ODIAS | 7DIAS | 15DIAS | 30 DIAS | 60 DIAS | 90 DIAS | 120 DIAS | 150 DIAS | 180 DIAS
5 PERLAS | 3.20x10° | 1.10x 10° | 5.00x 10° | 5.70x 10° | 1.44x 10° | 1.70x10° | 1.23x 10" | 4.00x 10" | 7.50x 10°
P&;!?.,As 8.06x10° | 2.77x 10° | 1.26x 10° | 1.44x 10° | 3.64x 10” | 4.28x 10" | 3.11x 10° | 1.01x 10" | 1.89x 10°
Liéﬁ};ﬁo 1.30x10° | 1.10x 10° | 2.90x 10° | 7.70x 10" | 1.50x 10° | 2.70x 10" | 9.30x 10" | 3.60x 10° | 2.90x 10°
1g TURBA

POLVO | 2.20x10° | 1.60x 10° | 6.80x 10° | 3.20x 10° | 2.10x 10° | 2.90x 10° | 2.00x 10% | 4.20x 10° | 7.45x 10’
1g TURBA . "
SIN MOLER | 5.50x 10° | 7.30x 10° | 1.1010° | 5.00x 10° | 3.30x 10" | 2.50x 10% | 1.70x 10% | 5.00x10° | 3.76x 10’

Cuadro 14. Promedio de ia determinacion de pH de cuatro biofertilizantes a diferentes

liempos

0 7 15 30 60 90 120 150 180
PERLAS 6.6 6.6 6.6 6.7 6.65 6.6 6.55 6.7 6.7
LIGUIDO 7 7.8 7.75 8.3 8.35 8.3 8.2 8.4 8.35
TURBA
POLVO 7.26 7 7.12 €.89 7.3 7.4 7.38 7.43 7.4

TURBA SIN

MOLER 7.24 7.06 7.01 €.96 7.22 7.38 7.3 7.38 7.4
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Cuadro 15. Promedio de la determinacion de % de humedad de biofertilizantes a base
de turba a diferentes tiempos

0 7 15 30 60 90 120 150 180
TURBA
POLVO 2.7 50.7 54.5 55.5 50.1 40.2 39 274 28.1
TURBA SIN
MOLER 02.8 1.2 52.7 o7 51.2 56.8 41 28.2 27.8

Cuadro 16. Curva estandar de
Acido Indol Acetico (AIA)

[ pg/mL] ABS
0 0.000
3 0.047
3 0.091
9 0.155
15 0.251
30 0.522
60 0.867
90 1.154
120 1.390
150 1.576
180 1,762

Figura 16. Curva estandar de AIA [ ng/mlL]
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Cuadro 17. Lecluras de absorbancia (560nm) para determinacion de auxinas

ANEXOZ

TURBA TURBA SIN

HORAS PERLAS LIQUIDO POLVO MOLER STOCK
0.294 0.241 0.270 0.329 0.259

24 0.292 0.384 0.289 0.301 0.281
0.789 0.817 0.803 0.807 0.798

48 0.818 0.772 0.797 0.790 0.789
0.773 0.776 0.777 0.788 0.756

72 0.769 0.774 0.772 0.789 0.759
0.766 0.802 0.787 0.780 0.782

96 0.779 0.761 0.801 0.778 0.784
0.799 0.813 0.805 0.800 0.803

120 0.709 0.822 0.812 0.824 0.797

Cuadro 18. Concentracion de AlA [ ng/ml]
TURBA TURBA SIN

PERLAS LIQUIDO POLVO MOLER STOCK

18.980 13.733 16.604 22.446 15.515

24 18.782 27.891 18.485 19.673 17.693
67.990 70.762 69.376 69.772 68.881

48 70.861 66.307 68.782 68.089 67.990
66.406 66.703 66.802 67.891 64.723

2 66.010 66.505 66.307 67.990 65.020
65.713 69.277 67.792 67.099 67.297

96 67.000 65.218 69.178 66.901 67.495
68.980 70.366 £9.574 69.079 69.376

120 68.980 71.257 70.267 71.435 68.782
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