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Producciéon masiva de Azospirillum spp., formulacion, control de calidad y su uso en la
agricultura: Revision de Literatura

Ludwin Arnoldo Aguilar Gutiérrez

Resumen. Azospirillum pertenece al género de bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(BPCV), encontradas en la rizosfera de las plantas en diferentes regiones del mundo. Estas bacterias
tienen la capacidad de incrementar la biodisponibilidad de elementos minerales y fijar nitrégeno.
Otra caracteristica importante de la bacteria es la produccién de sustancias reguladoras de
crecimiento vegetal como auxinas, giberelinas, citoquininas y acido 3-indolacético (AlA). Launién
de todos estos mecanismos de accion da como resultado una mejor absorcion de nutrientes y agua,
obteniendo una planta mas vigorosa, productiva y tolerante a condiciones climaticas adversas. El
objetivo de esta revision de literatura fue realizar una recopilacion de métodos de produccion de
Azospirillum spp., tipos de formulacion, almacenamiento, control de calidad y su uso en la
agricultura. Para el aislamiento de la bacteria se utilizan muestras de suelo, raices y tejido vegetal,
seguidamente la identificacion, seleccion y produccién de cultivos puros a partir de las cepas
seleccionadas con medios de cultivos especializados. Actualmente en el mercado nos encontramos
con biofertilizantes sélidos a base de turba y suspensiones liquidas. La aplicacion en campo de
estos biofertilizantes se puede realizar a la semilla o al suelo.

Palabras clave: Bacteria, biodisponibilidad, biofertilizante, diazotrofo, fijacidn de nitrégeno.

Abstract. Azospirillum is part of the gender of plant grow promoting bacteria (PGPB), found in
the rhizosphere of plants in different regions of the world. These bacteria can increase the
availability of mineral elements and nitrogen fixation. Another important characteristic is the
production of plant growth regulating substances such as auxins, gibberellins, cytokinins and 3-
indoleacetic acid (IAA). The combination of all these mechanisms of action results in the best
absorption of nutrients and water, obtaining a more vigorous, productive plant that is tolerant to
adverse weather conditions. The objective of this study was to carry out an investigation of massive
production methods of Azospirillum spp., possible formulations, storage, quality control and its use
in agriculture. Soil, root, and plant tissue samples are used for the isolation of the bacteria, followed
by the identification, selection and production of pure cultures from the selected strains with
specialized culture media. Currently on the market we find biofertilizers based on peat, liquid
suspensions, and micro encapsulations with alginate. Field application of these biofertilizers can
be done to the seed or the soil.

Keywords: Bacteria, bioavailability, biofertilizer, carrier, diazotrophic.
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1. INTRODUCCION

Desde el siglo pasado, se ha dado un drastico aumento en la poblacién mundial, segun el Gltimo
informe demogréafico de las Naciones Unidas (2019) la poblacion alcanzo los 7,700 millones a
mediados del 2019 y la FAO (2009) estimé que en el 2050 llegard a los 10,000 millones. La
agricultura afronta un gran desafio, producir mas alimentos para una poblacion en constante
crecimiento. Para el 2050 se requiere un incremento aproximado del 70% de la produccion actual,
sin embargo, esto no garantiza la seguridad alimentaria para todos (FAO 2018).

La agricultura y ganaderia se esta expandiendo e intensificando a nivel mundial para poder
satisfacer la creciente demanda de alimentos, esto tiene como consecuencia un aumento en la
necesidad de insumos agricolas tales como fertilizantes, pesticidas, entre otros. Un enfoque
importante de la agricultura es aumentar los rendimientos, en este sentido, uno de los factores
determinantes sobre este parametro es la fertilidad del suelo, a pesar de que los suelos han perdido
fertilidad a lo largo de los afios, se ha logrado aumentar los rendimientos con la adicién de
fertilizantes, particularmente fuentes N, P, K, S, entre otros (FAO 2018).

La tendencia mundial ha sido inclinarse hacia el uso indiscriminado e ineficiente de fertilizantes
mineralizados, sobre todo nitrogenados y fosfatados para aumentar la produccion. La agricultura
es de los principales causantes de tres importantes gases de efecto invernadero (GEI) en la
atmosfera, que son, didxido de carbono (CO2), metano (CHa) y 6xido nitroso (N20), asimismo la
principal fuente de contaminacion de agua (Sosa et al. 2019). Esta demostrado que el N y P estan
directamente relacionados con la eutrofizacién e hipoxia de aguas superficiales y la contaminacion
de aguas subterraneas por nitratos (FAO 2009). La contaminacion se da cuando se aplica mas
fertilizante de lo que el cultivo puede absorber, este se lixivia y/o volatiliza, antes de ser
aprovechados por la planta, llegando asi a la atmésfera y a las fuentes de agua. China, que es el
mayor consumidor de fertilizantes en el mundo, pierde aproximadamente el 50% por lixiviacion y
volatilizacién. Hoy en dia, el mundo consume diez veces mas fertilizantes minerales que en 1960
(FAO 2018).

A pesar de que la agricultura es de los principales contaminantes, también puede desempefiar un
papel importante en revertir o mitigar los dafios al medio ambiente (FAO 2002). Actualmente, la
investigacion cientifica esta buscando nuevas alternativas que minimicen el uso de los fertilizantes,
manteniendo altos rendimientos. El suelo es un ecosistema de enorme rigqueza microbiana, capaz
de realizar procesos que favorecen la sostenibilidad de este (Corrales et al. 2014). Los estudios
sobre los microorganismos del suelo son numerosos, en estos se ha encontrado un grupo de
bacterias conocidas como Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (BPCV), capaces de fijar
nutrientes, especialmente N, y producir fitohormonas que promueven un mayor desarrollo radicular
y aéreo (Clavijo et al. 2012; Gouda et al. 2018).

La fijacion bioldgica de nitrogeno realizada por bacterias es una alternativa viable, economica y
ambientalmente amigable, para suplir la inclusion de fuentes de nutrientes de origen sintético.
Azospirillum spp. es un género de bacterias diazotroficas, promotoras de crecimiento vegetal,
encontradas en el suelo de diferentes regiones del mundo y se ha demostrado que tienen una alta
especificidad con raices de gramineas (Céardenas et al. 2010). Estas bacterias se asocian a las raices



de las plantas y tienen la capacidad de fijar nitrdgeno, producir auxinas, giberelinas y citoquininas,
traduciéndose en un mayor desarrollo de la planta y reduciendo de esta manera el uso de
fertilizantes (Domingues et al. 2020). Es por su gran importancia para la agricultura y su potencial
como biofertilizante que esta revision tiene como objetivo:

e Recopilar informacion acerca de los diferentes métodos de produccion masiva de bacterias del
género Azospirillum.

e Investigar y describir dos procesos de produccién masiva de Azospirillum spp en un medio
s6lido y un medio liquido.

e Investigar y describir un proceso de control de calidad y una formulacion que proporcione una
vida de anaquel prolongada a la bacteria.



2. METODOLOGIA

La revision de literatura se realizo entre los meses de julio a octubre de 2020, partiendo desde una
busqueda de articulos en sitios como “Research Gate”, “Google Scholar”, Biblioteca Wilson
Popenoe, entre otras. Para realizar la basqueda fue necesario la utilizacion de palabras o frases
clave como, bacteria, biodisponibilidad, biofertilizante, diazétrofo, fijacion de nitrogeno,
inoculante, portador. En otras ocasiones para buscar archivos en inglés se utilizaron palabras como
“biofertilizers”, ademas en algunos sitios como “Research Gate” fue necesario crear una cuenta
para tener acceso a los articulos. Se utilizaron 52 documentos desde el afio 1968 hasta el 2020 como
referencia de aislamiento y produccion masiva.

Se seleccionaron los documentos que incluyeran los métodos mas sencillos de aislamiento de la
bacteria y de formulacién de inoculantes, posteriormente se dividieron segun el o los métodos de
produccién que mencionara el articulo. Tomando en cuenta como variables la efectividad del
método, pardmetros de control de calidad, poblacidn final de bacterias, vida de anaquel y aplicacion
en campo, se procedio a realizar un andlisis de los resultados de cada investigacion. Para esta
revision no hubo exclusién de documentos por su fecha de publicacion.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Descripcion de la bacteria

Descripcion del género Azospirillum. Azospirillum es un género de bacterias descubiertas por la
Dra. Johana Ddbereiner en Brasil. Es la bacteria promotora de crecimiento vegetal (BPCV) mas
estudiada desde hace cuatro décadas. A la fecha, se han identificado 15 especies de Azospirillum
en el mundo, todas con alta especificidad en gramineas y forrajeras (Domingues et al. 2020).
Azospirillum es fijadora de nitrégeno, se encuentran ampliamente distribuidas en el mundo, han
sido detectadas en zonas templadas, tropicales y subtropicales (Parra y Cuevas 2001). Se
encuentran mayormente asociadas en la rizosfera de raices de distintos cultivos, pero
principalmente maiz, sorgo, arroz, cafia de azUcar, trigo y pastos forrajeros (Bashan 1999;
Sagadevan et al. 2014).

Los cambios en las plantas, provocados por Azospirillum spp, residen en la arquitectura de las
raices. La inoculacién promueve el desarrollo de raices laterales y adventicias, pelos radiculares y
ramificacion de los pelos radiculares, generalmente este mayor desarrollo en las raices se da por la
presencia de fitohormonas y algunas moléculas asociadas. Estas plantas obtienen mayor capacidad
de absorcion de minerales y agua, teniendo como resultado plantas mas vigorosas (Bashan et al.
2011).

Actualmente son reconocidas seis especies en el género Azospirillum como las mas importantes.
Las dos primeras en ser descritas fueron A. lipoferumy A. brasilense, siendo éstas las mas
ampliamente estudiadas (Tarrand et al. 1978). Posteriormente fueron descritas las especies A.
amazonense (Magalh&es et al. 1983), A. halopraeferans, A. irakense y A. largimobile (Reinhold et
al. 1987). Recientemente, en honor de quien impulsara los estudios con este género bacteriano y
descubriera otros diazétrofos, se ha propuesto la especie candidata A. doebereinerae (Hartman et
al. 2000). Hoy en dia, Azospirillum spp. se comercializa en distintos paises del mundo. EI mercado
brasilefio es el mas destacado. Este éxito comercial es el resultado de los beneficios proporcionados
a la agricultura (Domingues et al. 2020).

Fisiologia. Azospirillum es un género de bacterias de vida libre, Gram negativas, con forma celular
de bacilos, ligeramente curvos, presentan un didmetro de 1,0 um x 2,1-3,8 um. Poseen movilidad
en espiral debido a la presencia de flagelos y contienen cantidades elevadas de poli-p-
hidroxibutirato (PHB), hasta el 50% del peso seco celular. A nivel morfoldgico, el género
Azospirillum presenta la caracteristica de que sus colonias, poseen una forma circular ovoide con
paredes gruesas similares a quistes; superficie: rugosa y brillante, de bordes ondulados;
consistencia: cremosa y adquieren una coloracién rojo oscuro o escarlata por absorcion del
colorante Rojo Congo (Sangoquiza et al. 2018). Este género de bacterias resulta negativo para las
pruebas bioguimicas VVogues-Prokauer, fermentacion del dulcitol, rojo metilo, produccién de H.S
y de gas, peptonizacion y alcalinizacion de la leche (Martinez et al. 2010).

Son denominadas como diazétrofos (bacterias que hacen fijacion de nitrégeno atmosférico),
enddfitos facultativos ya que algunas especies tienen la capacidad de penetrar en la raiz y colonizar
espacios intercelulares. La bacteria es atraida a las raices por quimiotaxis, basada en compuestos



presentes en los exudados radicales y posteriormente suele unirse a la superficie de la raiz para
colonizar espacios inter e intracelulares. Estas no forman estructuras especiales. Crece en
ambientes microaerofilicos (concentraciones bajas de oxigeno disuelto).

Mecanismo de accidn. Estas bacterias tienen la capacidad de incrementar la biodisponibilidad de
minerales, por medio del proceso de fijacion de nitrégeno. La Unica manera de aprovechar este
recurso de la atmosfera es mediante microorganismos capaces de realizar la fijacion bioldgica de
nitrégeno, lo cual es posible, gracias a la actividad del complejo enzimatico llamado nitrogenasa,
que esta constituido por dos hierro proteinas: la proteina (1), llamada hierro-molibdeno-proteina, y
la proteina (I1), lamada hierro-proteina (Figura 1). La enzima requiere de la colaboracion de otras
dos proteinas: ferredoxina y flavodoxina, que actian como donadores de electrones y reductores
naturales de la nitrogenasa. Los electrones son transportados a la nitrogenasa por la ferredoxina y
llegan a la hierroproteina, ésta activa a la Mo-Fe-proteina y se produce la reduccién de nitrégeno,
siendo luego fijado como compuesto aminado (Mantilla et al. 2007).

Los procariontes en el
ciclo del nitrégeno

Procanontes tifcantes.
conviarienNH, en nitritas (NO,
y nitrates (NO)

Figura 1. Mecanismos de accion de Azospirillum en plantas. Induccion a la produccion de
fitohormonas y tolerancia sistémica, mediada por antioxidantes, ajuste osmotico, produccion de
fitohormonas y estrategias de defensa como la expresion de genes relacionados con la patogénesis.
Fuente: Fukami et al. (2018)

Otra caracteristica es la estimulacion de enraizamiento, esto ocurre por medio de la sintesis de
sustancias reguladoras de crecimiento vegetal como auxinas, giberelinas, citoquininas y acido 3-
indolacético (AlA) que es la principal fitohormona producida por la bacteria (Figura2). EI AIA es
una auxina conocida por estimular respuestas rapidas en el crecimiento, incremento en la
elongacion celular, la division celular y su diferenciacion (Cardenas et al. 2010), estas estimulan
la densidad y longitud de pelos radicales. La union de todos estos mecanismos de accién da como
resultado la mejor absorcion de nutrientes y agua, obteniendo una planta mas vigorosa, productiva
y tolerante a condiciones climaticas adversas (Cassan et al. 2010).



Figura 2. Cambios en la arquitectura del sistema radicular en plantulas de 12 dias inoculadas con
Azospirillum. Las imagenes muestran diferentes zonas de la raiz: raiz basal, media y apical. Raiz
primaria (PR), raices laterales (LR), pelos radicales (HR), cofia (RC).

Fuente: Cassan et al. (2020).

Produccion de biofertilizante a base de Azospirillum spp.

Un biofertilizante es un producto que estd formado por microorganismos vivos o en estado de
latencia, capaces de realizar funciones como la fijacion de nitrégeno, movilizacion de fésforo,
potenciar nutrientes, entre otras sustancias activas. La aplicacion de estos organismos tiene como
objetivo promover el rendimiento de los cultivos, mejorando su crecimiento y desarrollo (Cassan
et al. 2015). El biofertilizante debe tener propiedades que garanticen la cantidad correcta de células
viables al momento de ser utilizado en campo. Es indispensable que su manejo sea sencillo para el
agricultor, lograr una liberacién rapida y controlada y de igual manera que pueda ser aplicado con
maquinaria agricola (Bashan 1998).

Es necesario que el portador (turba o suspensién liquida) provea un microambiente adecuado que
evite la rapida disminucion de las bacterias en campo (Bashan 1998). Durante la asimilacién de
estas en el suelo, se enfrentan a factores biodticos y abioticos tales como, interaccion y/o
competencia con microorganismos nativos, depredacion por protozoos, cambios constantes de la
humedad del suelo, adsorcion del suelo, entre otros. Para superar estas barreras y colonizar
exitosamente las raices del cultivo, las bacterias deben adquirir la capacidad fisica de moverse a
través del suelo (Bashan y Holguin1997). En los siguientes subcapitulos se describen dos posibles
biofertlizantes a base de Azospirillum utilizando un portador sélido (turba) y un portador liquido
(medio de cultivo) para ser aplicados en varios cultivos con distintos fines.

Aislamiento de Azospirillum spp. La bacteria se encuentra asociada en suelo, especificamente en
la rizosfera de diferentes regiones del mundo y en distintas partes de la planta (Cassan et al. 2015).



El aislamiento de la bacteria se realiza a partir de muestras de rizosfera, raices y tejido vegetal de
cultivos como maiz, sorgo o arroz (Rodriguez-Céaceres 1982).

Toma y procesamiento de muestras. El suelo de donde se extraera la muestra, idealmente, debe
ser uniforme y es necesario conocer los usos que se le ha dado en ciclos anteriores, textura, cantidad
de materia organica 'y pH (Mendoza et al. 2004). Se deben tomar submuestras en diferentes puntos
del &rea para obtener una muestra representativa y hacer un croquis o mapa del area indicando la
posicién de cada una de ellas. EI muestreo se debe realizar al azar. Cada submuestra de suelo se
debe realizar a una profundidad de 30 cm y si es posible obtener el mismo volumen.
Posteriormente, hay que colocarlas todas en un recipiente y mezclarlas de manera que se obtenga
una muestra homogénea de 1 kg que represente toda el area (INTA 2012).

Estudios realizados por Mendoza et al. (2004) aseguran que la concentracion de bacterias en el
tejido vegetal disminuye conforme la planta va llegando a madurez, siendo la etapa de floracion en
la que se encuentra mayor concentracion de bacterias. Idealmente, las muestras deben ser tomadas
durante la etapa de floracion del cultivo en cuestion. Las muestras de raices deben colocarse en
bolsas limpias de polietileno y ser enviadas inmediatamente al laboratorio.

El aislamiento de la bacteria se puede llevar a cabo a partir de muestras de suelo, raices y tejido
vegetal. Para el aislamiento del suelo, se deben tomar 10 g de muestra para disolver en 90 mL de
solucién salina al 85% o solucion de sacarosa al 10%. A partir de esta dilucion (107) se realizan
diluciones seriadas hasta obtener una concentracion 10 (Mantilla-Paredes et al. 2009). Las
muestras de raices y tejido vegetal primero deben lavarse con agua del grifo para remover el suelo,
luego se procede a lavar con agua estéril y se cortan trozos de 10 cm, se secan con papel toalla. A
continuacidn, se pesan muestras de 10 g de muestra de tejido vegetal para ser molidas en 10 mL de
solucion salina al 85% y luego realizar diluciones seriadas hasta 10, (Cassan et al. 2015). Se deben
aplicar 0.1 mL de las diluciones 10, 10, 10 de suelo y/o tejido vegetal en el centro de las placas
Petri que contengan medio de cultivo Rojo Congo e incubar a 35°C durante 48 a 72 horas y con la
ayuda de una espatula Drigalski, previamente esterilizada, se extiende la dilucion sobre toda la
superficie (Cassan et al. 2010).

Identificacidn de las cepas. Numerosas bacterias diazétrofas fijadoras de N2 han sido identificadas
y clasificadas en diversos géneros incluyendo Klebsiella, Azobacter, Azospirillum, Clostridium,
Pseudomonas entre otras. Estas bacterias han sido aisladas de rizosfera, suelo, superficie de raiz y
del interior de la raiz donde ocasionalmente se encuentran en gran cantidad (Bashan y Holguin,
1997). Rodriguez-Caceres (1982), report6 el Rojo Congo como un excelente medio de cultivo para
el reconocimiento de colonias de Azospirillum en placas Petri. Los aislados producen una
coloracion roja escarlata, con un didametro de 1.5-3 mm, consistencia seca, abundante crecimiento,
forma redonda o irregular, bordes ondulados y superficie rugosa (Cassan et al. 2015) (Figura 3).
Otras bacterias asociadas a las raices muestran caracteristicas totalmente distintas en este medio de
cultivo (Hossain et al. 2015). En la superficie del medio se debe cultivar 0.1 mL de las diluciones
104, 10, 10°° e incubar a 35°C durante 72 horas.

Otra tecnica para asumir la presencia de la bacteria es evaluando la capacidad de fijacion de
nitrégeno del microorganismo. Para esto, es necesario el uso de medios compatibles con sus
requisitos fisiologicos para la sintesis de nitrogenasa; deben ser semisolidos, libres de nitrégeno y
con concentraciones bajas de oxigeno. Para la determinacion de actividad nitrogenasa de



Azospirillum spp se debe utilizar el medio de cultivo NFb (Nitrogen Free broth), con la adicion de
malato como fuente de carbono, pH cercano a 7.0 y preparado con una baja concentracion de agar
(de Brujin 2015). Este medio de cultivo, por su composicion, permite el aislamiento predominante
de distintas especies de Azospirillum spp (Cassan et al. 2015). En la superficie del medio se debe
inocular 0.1 mL de la dilucion 10 y extender en todo el plato Petri para conseguir el aislamiento
de colonias. Los tubos deben ser incubados a 35 + 1 °C por 4-7 dias o hasta observar crecimiento
y presencia de una biopelicula (Mantilla-Paredes et al. 2009; Canto et al. 2004).

Figura 3. Colonias de Azospirillum en medio de cultivo Rojo Congo
Fuente: Cassan et al. (2015).

Ninguna cepa de Azospirillum hidroliza el almidén y la gelatina; la mayoria de las especies son
catalasa positiva; presenta actividad reductora de acetileno y nitratos, produce indol, reacciona ante
la ureasa; fermentacion negativa de lactosa, glucosa, xilosa, celobiosa, galactosa y manitol; positiva
para arabinosa y fructosa; utilizacion de citratos negativa; alcaliniza la leche y pruebas de motilidad
positiva (Martinez et al. 2010). Ademas del uso de pruebas bioquimicas y medios selectivos para
la identificacion de Azospirillum spp., es posible realizar una caracterizacion a traves de enfoques
genotipicos, fenotipicos, utilizando los cebadores Azo494-F/Azo756-R con electroforesis en gel
de gradiente desnaturalizante (Cassan et al. 2015).

La forma més econdmica y sencilla de preservar estas bacterias una vez identificadas, es en el
medio de aislamiento NFb, en tubos inclinados o en tubos Eppendorf, con aceite mineral esteéril,
glicerol o glicerina liquida al 50% a una proporcion 1:1 en la superficie del cultivo y sellar con un
tapén de goma. A veces es necesario hacer varias repeticiones, ya que al abrir el tubo se tiende a
provocar la muerte de los microorganismos. Esto puede ser almacenado de -20 a -70 °C
(Dobereiner et al. 1995; de Brujin 2015). Otro método es la liofilizacion, se suspenden en 3 mL de
la solucidn de liofilizacion en alicuotas de 0.2 mL distribuidas en ampollas de liofilizacion que se
deshidratan segun el procedimiento recomendado para especies de rizobios (Dobereiner et al.
1995).

Evaluacion de capacidad diazotrdfica y microareofilica. La medicién de la capacidad
diazotréfica (capacidad de promover el crecimiento vegetal) y microaerofilica (crecimiento en
concentraciones bajas de oxigeno disuelto), es otro de los pasos importantes en el control de calidad



de los biofertilizantes. Esto se realiza con la técnica de recuento por el Niumero Més Probable
(NMP). Se necesita realizar diluciones seriadas del producto hasta 107 para cultivarlas en medio
NFb semisélido. De cada dilucién se hacen cinco repeticiones. En cada tubo con 5 mL de medio,
se colocan 100 pL de dilucién. Esto se debe incubar a una temperatura de 35 °C hasta observar
presencia de cambio de viraje del indicador de Bromotimol Azul y formacidn de pelicula, siendo
estos tubos positivos (Puente y Garcia 2010) (Figura4).

Figura 4. Crecimiento de Azospirillum en medio NFb semisolido, evaluacion de capacidad
diazotrofica y microaerofilica con el indicador de Azul de bromotil.
Fuente: Cassan et al. (2015).

Preparacion del indculo. Los inoculantes son cultivos viables con un alto ndmero de
microorganismos, suspendidos o mezclados en un portador (turba o suspension liquida).
Generalmente, estos cultivos se realizan en fermentadores y se busca utilizar un medio de cultivo
econdmico, pero eficiente. La mayoria de los medios de cultivo utilizados para la produccién de
inoculantes comerciales estan patentados, por ello su composicion no es revelada. Se sabe que
algunos de los medios de uso general son el caldo nutritivo, caldo Luria-Bertani, entre otros, sin
embargo, con estos medios no se obtienen rendimientos 6ptimos de crecimiento (Bashan et al.
2010). Por tanto, Bashan et al. (2010), desarrollaron dos modificaciones al medio TGEA (Agar
Triptona Glucosa Extracto de Levadura), en estas se reemplazaron la D-Glucosa del medio original
por: (1) Gluconato de sodio: 5 g/L (Cultivo BTB1) y (2) Glicerol: 8 mL/L (Cultivo BTB2). Este
medio es ideal para la produccion masiva de Azospirillum spp., se obtienen 10! células/mL en 18
horas. Se utiliza glicerol de grado industrial.

Las colonias puras se reactivan en un medio de caldo nutritivo a 36 = 1 °C por 24 horas a 120 rpm
en matraces Erlenmeyer de 100 mL, las células se cosechan por centrifugacion a 4,000 x g y se
enjuagan dos veces en solucion estéril de NaCl al 0.85%. Se utilizan 4 mL de esta suspension como
indculo en cada medio BTB1 o0 BTB2 que debe contener 240 mL en matraces Erlenmeyer de 1,000
mL. Luego del proceso de esterilizacion y enfriamiento ambos medios deberian estar totalmente
mezclados. El pH de este medio de cultivo es de 6.8 (Okon et al. 1976). Estos medios inoculados
se dejan en incubacion durante 48 horas a una temperatura de 35 £ 1 °C a 200 rpm (Bashan et al.
2010).
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Figura 5. Flujograma para la produccion de biofertilizante en turba a base de Azospirillum spp.

Biofertilizante en turba

Las turbas se forman por acumulacion de gran cantidad de restos organicos parcialmente
descompuestos a consecuencia de la presencia de un medio saturado de agua, que origina
condiciones anaerobias que retardan considerablemente la descomposicion de los restos vegetales,
de esta manera se acumulan llegando a formar capas de gran espesor. Son suelos organicos
pertenecientes a la orden de los histosoles (USDA 1968). Los biofertilizantes a base de turba han
sido de los mas utilizado en pequefias y grandes industrias para la inoculacion de rizobacterias.
Con la turba, las bacterias siguen metab6licamente activas, y en algunos casos, se siguen
multiplicando durante el almacenamiento, siempre y cuando la turba tenga suficientes nutrientes,
humedad y una temperatura constante. Desde el punto de vista microbiolégico, los
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microorganismos contaminantes son el principal problema que afecta la calidad y vida util de los
biofertilizantes a base de turba, es necesario obtener un portador estéril antes de la adicién del
cultivo puro de bacterias. La turba normalmente se esteriliza mediante irradiacion gamma o con
autoclave, tambien es distribuida por distintas casas comerciales empacada en bolsas estériles de
diferentes presentaciones (Tittabutr et al. 2012).

Esterilizacion. La esterilizacion de la turba con autoclave se realiza con el método de tindalizacion,
dado que el calentamiento excesivo de la turba puede liberar compuestos toxicos para las bacterias
(Bashan 1998), se somete a esterilizacion dos veces a temperaturas entre 80 y 100°C durante 60
min, con un periodo de espera de 18 horas. Este periodo se da para que los microorganismos
contaminantes que hayan quedado vivos en la primera esterilizacion se desarrollen y luego sean
eliminados en la segunda esterilizacion. Este método es utilizado en materiales que no soportan un
calentamiento presurizado. Segun Tittabutr et al. (2012) con este método, el nimero de UFC
inoculados en la turba esterilizada se mantuvo durante 6 meses de almacenamiento a temperatura
ambiente. La turba estéril tiene importantes ventajas, las poblaciones de bacterias benéficas es
bastante alta, se puede adicionar nutrientes para aumentar la poblacion final de la bacteria, el
control de calidad desde el punto de vista microbioldgico es el mejor (Bashan 1998).

Ajuste de pH. El pH ideal para el inoculante es de 6.8-7.0 (Cassan et al. 2015). Primero que nada,
se debe determinar el pH de la turba por el método de dilucion 1:2 con agua destilada, este método
consiste en usar una parte de turba por dos partes de agua destilada estéril, dejar equilibrar la
solucion por 30 min y luego colocar en un papel filtro y exprimir, por ultimo, se procede a medir
el pH del lixiviado con un medidor de pH. Si es necesario ajustar el pH, se puede utilizar carbonato
de calcio en una relacion de 0.11g de CaCOs por cada gramo de turba antes de afiadir el cultivo de
bacterias. Para producciones a gran escala se recomienda una inclusion del 11% de CaCOs en
relacién con la cantidad total de turba a utilizar (Cassan et al. 2010). Si se utiliza CaCOs, debe
mezclarse bien y asegurar que este haya reaccionado con la turba, si es necesario, hay que esperar
a que la mezcla reaccione. La relacion entre CaCOsz e H* en la turba, dependera de la humedad y
el contenido de materia organica y arcilla, asi como la capacidad buffer de la turba. La cal agricola
es la mejor piedra caliza para ajustar el pH (Torres et al. 2001).

Inoculacion de la turba. Existen pequefias variaciones en la preparacion del inoculante en el
medio de turba, en su mayoria se basan en el siguiente procedimiento: Para la preparacién de 420
g de inoculante en bolsas de polietileno previamente esterilizadas, se mezclan 210 g de turba,
previamente pasadas por un tamiz de 40 mesh'y 84 mL de agua para estéril; 126 mL del in6culo
bacteriano elaborado 24 horas antes, idealmente con 5 x 10° UFC/mL. La mezcla dentro de las
bolsas polietileno debe incubarse durante 7 dias a 33 £ 2 °C. Es necesario agitar o mover las bolsas
cada dos dias. EI nimero final de bacterias en el inoculante debe encontrarse en un rango de 1 x
107y 1 x 108 UFC/g de inoculante (Cassan et al. 2015).

Almacenamiento del biofertilizante. La dosis requerida es de 420 g de inoculante por bolsa de
semilla de 22.7 kg. Las bolsas deben ser almacenadas a una temperatura de 4 °C, de esta manera
podra durar durante 12 a 24 meses. Previo a la aplicacion en campo, estas bolsas de inoculantes
deben almacenarse un dia a 30 = 2 °C para que las bacterias empiecen a aclimatarse (Cassan et al.
2015).
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Figura 6. Flujograma para la produccion de biofertilizante liquido a base de Azospirillum spp.

Biofertilizante en suspension liquida

Los biofertilizantes liquidos son cultivos microbianos o suspensiones modificadas con sustancias
gue pueden mejorar la adherencia, estabilizacion y capacidades de tenso activo y dispersion de la
bacteria. Las formulaciones liquidas permiten al fabricante incluir suficientes cantidades de
nutrientes, protectores celulares e inductores responsables de la formacion de células, esporas,
quistes para mejorar el rendimiento. La principal ventaja de estos biofertilizantes es que son faciles
de manipular y el fabricante puede agregar suficientes cantidades de nutrientes y protectores
celulares (Cassan et al. 2015). Para la preparacion del biofertilizante liquido, se debe homogenizar
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los ingredientes del medio seleccionado en agua directamente en el biorreactor de acuerdo con el
volumen de trabajo de este (Cuadro 1). Considerando como fuente principal de carbono el
succinato de malato (Okon et al. 1976).

Cuadro 1. Medio de cultivo liquido para la produccion de Azospirillum spp.

Ingrediente Cantidad en gramos por litro de dH20
Fosfato de potasio KoHPoa4 6.0

Sulfato de magnesio MgSO47H,0 4.0

Cloruro de sodio NaCL 0.2

Cloruro de calcio CaCl; 0.1

Cloruro de hierro FeCls 0.02

Molibdato de sodio NaMoQO42H20 0.01

Fuente: (Okon et al. 1976)

Ajuste de pH. El pH ideal para el inoculante es de 6.8 a 7.0. Se procede a medir el pH directamente
del medio de cultivo con un medidor de pH de laboratorio. Si es necesario ajustar el pH del medio
se tomar una alicuota de 50 mL, y de ser necesario ajustar al pH indicado utilizando HCI 0.1N o
NaOH 0.1N. Es necesario medir el pH de nuevo para asegurarse de tener el pH éptimo. En el caso
de produccion en biorreactores generalmente estos traen un medidor de pH incorporado. Para ello
primero se debe calibrar el medidor de pH y luego ajustar el pH del medio (Bashan et al. 2010).

Esterilizacion. La esterilizacion del medio de cultivo liquido se realiza en autoclave a 121 °C por
30 minutos para produccion a pequefia escala. Para produccion a gran escala se utilizan
biorreactores en los cuales de igual manera se puede llevar a cabo el proceso de esterilizacién. Con
la esterilizacion del medio se asegura que el medio esté libre de cualquier contaminante que pueda
interferir con el desarrollo de la bacteria de interés (Bashan y Levanony 1988). Una vez esterilizado
el medio de cultivo se deja enfriar. La esterilizacion del medio de cultivo es importante ya que
garantiza la pureza del producto y desde el punto de vista microbioldgico mejora y facilita el
proceso de control de calidad.

Inoculacion del medio. Para la preparacion de un litro de biofertilizante liquido la inoculacién del
medio se hace con 10 mL del indculo bacteriano elaborado 24 horas antes, idealmente con 5 x 10°
UFC/mL. Para producciones a gran escala se recomienda usar una relacion del 1% de inéculo
expresado en volumen en el medio liquido de crecimiento. Una vez inoculado se procede al proceso
de incubacidn en un biorreactor fermentador a 30 + 2 °C. El cultivo se lleva a cabo en condiciones
aerobicas haciendo pasar 300 litros de aire por minuto por un tiempo de 52 horas. La biomasa
celular estara disponible para ser utilizada en semillas o el suelo (OMPI, 1996). La dosis de
aplicacion es de 310 mL de la formulacion liquida por saco de semilla de 22.7 kg.

Almacenamiento del biofertilizante. Opcionalmente se puede afiadir un protector celular que es
cualquier sustancia que brinda mayor estabilidad a las membranas celulares, con el cual el
biofertilizante mantiene una densidad celular dptima (1x10° UFC/mL), al menos durante ocho
meses, aumentando de esta manera su vida de anaquel. Algunos protectores celulares disponibles
en el mercado son alginato de sodio, goma arabica, trehalosa, glicerol, polisorbato 20 y las
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combinaciones de estos. El protector celular se adiciona en una proporcion del 0.1 a 2.5%
peso/volumen del vehiculo (Contreras et al. 2017). Segln Sivasakthivelan y Saranraj (2013), las
formulaciones liquidas de Azospirillum spp. mantienen las poblaciones de bacterias en 108 durante
10 meses, almacenada en envases PET (Tereftalato de polietileno) a temperatura ambiente. Las
ventajas de los medios solidos son: escasa inversion en equipos y personal con experiencia
limitada; no obstante, para producciones a gran escala los medios liquidos siguen siendo la mejor
alternativa (Sagadevan et al. 2014). En el Cuadro 2 se hace una comparacion de los dos métodos
de produccion detallados anteriormente en el documento.

Cuadro 2. Comparacion entre los métodos de produccion en medio liquido y sélido.

Factor Liquido Solido
Inversion inicial Alta Baja
Experiencia técnica Alta Basica
Produccion a escala industrial Media Barata
Labor requerida a nivel Baja Media
industrial

Fuente: Cassan et al. (2010).

Control de calidad

La calidad de los biofertilizantes esta ligada a la efectividad de los microorganismos y es importante
entregar la cantidad de bacterias declaradas en el envase. Es necesario evaluar la viabilidad de
Azospirillum spp., en relacién con esto, la finalidad del portador (turba o suspension liquida) es
mantener su viabilidad. Debe estar exento de organismos patdgenos o contaminantes, por esta
razén es indispensable realizar pruebas de deteccion de contaminantes para evitar la pérdida de
viabilidad por competencia de espacio y de nutrientes en el portador y para asegurar que se entrega
un producto de alta pureza (Cassan et al. 2015).

Recuento de células viables. El recuento de células viables se realiza con la técnica de siembra en
placa por extension en superficie en medio Rojo Congo (Cassan et al. 2010). Para realizar la prueba
en inoculantes liquidos, se deben extraer 10 mL del producto con una jeringa estéril, diluir la
muestra en 90 mL de solucion fisiologica y 0.04 mL de solucion stock de Tween 80. Esta dilucion
(10Y) se debe agitar entre hasta el punto de homogenizacion con un agitador magnético y un
Erlenmeyer de 250 mLa 250 rpm con barra magnética teflonada. De esta solucion stock se realizan
diluciones seriadas hasta 107,

Para inoculantes a base de turba se extraen 10 g de producto para ser disueltos en 90 mL de solucion
salina al 85% o solucidn sacarosa al 10%. A partir de esta dilucion (107) se realizan diluciones
seriadas hasta obtener 10®. Se deben sembrar por triplicado 0.1 mL de las diluciones 10, 10°y
108 en placas Petri con medio Rojo Congo (15-20 mL). La siembra se realiza por extension en
superficie con espatula. Estas deben incubarse entre 28 y 30 °C por 48 horas. Se cuentan las placas
que presentan entre 30 y 300 colonias, las colonias tipicas de Azospirillum spp. se caracterizan por
ser rojo escarlata, circulares, convexas de 1-3 mm de didmetro y con los bordes elevados. El
resultado se expresa como UFC/mL™? y se calcula usando la formula [1]. Se recomienda que
contenga 1 x 10° UFC/mL™ (Cassan et al. 2010) (Cuadro3).
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Figura 7. Recuento esquematico de colonias en placa.
Fuente: Cassan et al. (2010).

Formula. El resultado se expresa como unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC mL ™~
1y es calculado con la formula 1. Donde el niimero de colonias es el nimero promedio de colonias
presentes en las tres placas de lectura, el factor de la alicuota es 10 si se utiliza 0,1 ml para esparcir
en las placas, y el factor de dilucidn es el inverso de la dilucion en la que se cuentan las colonias
para obtener el resultado (Rodriguez 1982).

UFC - mL™ = nimero de colonias contadas x 10 x factor de dilucién  [1]

Deteccion de contaminantes. Para la evaluacion de microorganismos contaminantes sugerimos la
siembra directa desde el envase contenedor, con asa y por agotamiento o estriado en placas con
Medio TSA (Agar Tripticasa Soya) para bacterias en general y Agar Sabouraud para hongos.
Adicionalmente sugerimos la realizacion de la coloracion de Gram y la observacion de una muestra
directa al microscopio. Se busca la presencia de microorganismos con caracteristicas tintoriales y
morfologias no compatibles con Azospirillum spp., es decir bastones Gram (+) o Gram (-) de gran
tamafio, cocos y vibrios. Adicionalmente se debe determinar la morfologia celular de Azospirillum
spp. debido a su dimorfismo celular (Cassan et al. 2010) (Cuadro3).
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Cuadro 3. Valores sugeridos para las pruebas de calidad.

Parametros Valores sugeridos
Recuento de células viables 1x10® - 1x10° UFC por mL/g de inoculante
Medio Sabouraud (ausencia de crecimiento de

hongos)

Medio Tripticasa soya agar (ausencia de
crecimiento de bacterias de otro género)

pH 6.8-7.0

Recuento por nimero méas probable 1x10°® - 1x10° NMP de bacterias presuntivas

Fuente: (Bashan et al. 2010; Cassan et al. 2010; Puente et al. 2010)

Deteccion de contaminantes

Aplicacion en campo

Aplicacion a las semillas. Antes de la siembra, se afiade la turba a la semilla, con o sin agua o
adherente. El biofertilizante y la semilla pueden ser mezclados con las manos o bien con una
maquina mezcladora, si se utiliza agua, debe dejar aerear las semillas ya aplicadas durante un 30
min (Figura 8). En el caso de utilizar una formulacion liquida, este se aplica directamente sobre la
semilla. Las semillas requeridas se mezclan con el biofertilizante y se dejan secar a sombra durante
30 min. Se debe tener cuidado con semillas que han sido previamente tratadas con algun tipo de
plaguicida, que puede matar a la bacteria (Cassan et al. 2015).

Fuente: Kaifeng Youdo Machinery Co., Ltd. (2020)
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4. CONCLUSIONES

Los medios liquidos y solidos de produccion masiva de bacterias del genero Azospirillumy es
necesario elegir un portador que brinde las condiciones Optimas a la bacteria para su
sobrevivencia durante el almacenamiento y que ademas sea de bajo costo.

Para la produccion masiva de Azospirillum spp podemos encontrar formulaciones sélidas a
bases de turba y suspensiones liquidas en biorreactores como las descritas en esta revision de
literatura.

Es indispensable realizar pruebas de control de calidad para asegurar la efectividad del producto

y duracion, entre las pruebas mas comunes estan recuento de células viables, deteccion de
contaminantes y la evaluacion de capacidad diazotréfica y microaerofilica.
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5. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios de laboratorio y campo con el fin de evaluar la efectividad y el
proceso de produccion masiva de Azospirillum spp.

Se recomienda realizar caracterizacion molecular de las especies nativas de Azospirillum
identificadas en Zamorano.

Ejecutar el protocolo de produccion en medio solido y liquido propuesto en esta revision de
literatura en la EAP Zamorano y compararlo con los resultados obtenidos en otros estudios.

Realizar un estudio entre distintos métodos liquidos y so6lidos de produccién masiva para
determinar el que mejor se adapte a las condiciones de la EAP Zamorano.
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