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RESUMEN

La presente investigacion se realizé durante el periodo Agosto - Diciembre
2015 en el laboratorio de cultivo de tejidos del Departamento de Horticultura
de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, para estimar el
crecimiento de Azospirillum y Azotobacter en extracto de nopal a diferentes
concentraciones e identificar la cepa de rizobacteria que se incrementa a
través de un mes. En el experimento, se inocularon cepas de Azospirillum
spp. cepa T33T la cual fue aislada de raices de nopal, originario de General
Cepeda y Azotobacter spp. cepa A29A también de raices de nopal, obtenida
en Torredn, distribuidas en 16 tratamientos y 3 repeticiones, los cuales
contenian la bacteria a concentracién de 10° ml' mas el extracto a
concentracion de 0.0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 2.5 y 5.0, las cuales se
incubaron a una temperatura de 30°C durante 15 dias, enseguida cada
semana durante un mes se realizaron conteos de las rizobacterias para lo
que se hicieron disoluciones hasta 10™° mI™?, esta Gltima se sembré en cajas
Petri con medio de cultivo NFB adicionado con rojo, incubandose por 24 h.
Los recuentos bacterianos se realizaron en UFC ml?, la cual se basa en
contar las “unidades formadoras de colonias” o UFC presentes en nuestros
medios de cultivo. Los datos obtenidos de esta investigacion se analizaron
en el paquete estadistico SAS version 9.0 con un disefio completamente al
azar con arreglo factorial, con 16 tratamientos y 3 repeticiones. Los
resultados obtenidos mostraron que la concentracion de 5.0 g. permitio el
maximo crecimiento de la bacteria y también se identificé que la cepa A29A
(Azotobacter) tuvo mayor incremento en este sustrato a través de un mes en

el sustrato de nopal.
Palabras clave: Azospirilum, Azotobacter, Nopal.

Correo Electronico; Maria de los Angeles Aguilar Zavala,

angeles93 2008@hotmail.com
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.  INTRODUCCION

La importancia fundamental del uso de abonos organicos obedece a que
éstos son fuente de vida bacteriana para el suelo y necesarios para la
nutricion de las plantas. Los abonos orgénicos posibilitan la degradacion de
los nutrientes del suelo y permiten que las plantas los asimilen de mejor

manera ayudando a un optimo desarrollo de los cultivos (Byron, 2010).

Azospirillum y Azotobacter son considerados como géneros de rizobacteria
promotoras del crecimiento vegetal mas estudiados en la actualidad debido a
su capacidad de mejorar significativamente el crecimiento y desarrollo, asi
como el rendimiento de numerosas especies vegetales agricolas (Bashan et
al., 1997).

Uno de los propdsitos en la actualidad es reducir el uso de fertilizantes
quimicos y sustituirlos por fertilizantes organicos y uno de los principales
mecanismos propuestos es explicar cobmo Azospirillum y Azotobacter sp.
inoculados en las plantas influyen en el crecimiento vegetal y también se su
relacion con la capacidad de producir y metabolizar compuestos reguladores

del crecimiento vegetal o fitohormonas.

El nopal verdura es una fuente importante de componentes funcionales,
entre los que destaca la fibra, los hidrocoloides (mucilagos), los pigmentos
(betalainas y carotenoides), los minerales (calcio, potasio), y algunas
vitaminas como la vitamina C, buscada entre otros motivos, por sus
propiedades antioxidantes; Ademas de proteinas y lipidos (Silvestre, 2011),
y estos son utiles para alimentar bacterias como Azospirillum y Azotobacter,
ya que estas requieren de una fuente protéica asi como también de otros

elementos para crecer.



Objetivos Generales

Estimar el crecimiento de Azospirillum y Azotobacter en extracto acuoso de

nopal a diferentes concentraciones.
Identificar la cepa de rizobacteria que se incrementa a través de un mes.
Hipotesis

Al menos una concentracion de extracto de nopal produce el mayor

incremento de Azospirillum o Azotobacter.



ll.  REVISION DE LITERATURA

Género Azospirillum

El nombre Azospirillum proviene del francés azote, que significa nitrégeno y
del grupo espirilum, pequefia espiral. Su descubrimiento data del afio 1925
a partir de suelo holandés, a la que primeramente se le nombro Azotobacter
spirillum y que posteriormente se denomind Spirillum lipoferum. En 1978
después de sucesivos aislamientos de esta bacteria, se sugirié6 agrupar a
estos organismos en un nuevo género al que se le llamo Azospirillum.
Inicialmente dos especies de Azospirillum lipoferum y Azospirillum
brasilense fueron identificados basandose en diferentes morfologias y
fisiologias entre varias cepas y en experimentos de homologias del ADN
(Bouillant, 1998).

Eckert et al. (2001), mencionan que son reconocidas siete especies
actualmente y las mas comunes son Azospirillum lipoferum y A. brasilense.
Esta bacteria es de vida libre o asociada con las raices de los cereales,
pastos y plantulas tuberosas. Azospirillum sp ha sido el objetivo de
numerosos estudios por su capacidad de fijar nitrégeno asociado con las
raices de diversos cultivos de importancia agronémica (Dobbeleare et al.,

2001), son conocidas como gram negativas del grupo de las protobacterias.

Clasificacion Taxondmica de Azospirillum

Clasificacion de Azospirillum de acuerdo a la novena edicion del Manual

Bergey’s de Bacteriologia Sistematica (Holt et al., 1994).

Azospirillum pertenece al dominio: Bacteria, division: Proteobacteria, clase:
Alphaproteobacterias, orden: Rhodospirillales, familia: Rhodospirillaceae,
género: Azospirillum, especies: A. lipoferum,A. brasilence, A. amazonense,
A. halopraeferans,A. irakense ,A.largimobile, A doebereinerae, A. oryzae, A.

melinis,A.zeae, A. canadense y A. rugosum.



Caracteristicas del Género Azospirillum

Tapia Hernandez et al. (1990), mencionan que Azospirillum pertenece a un
grupo de bacterias Gram negativas, fijador de nitr6geno, productor de
fitohormonas como auxinas, giberelinas y citocininas, asi como de producir
sideréforos y bacteriocinas. Azospirillum es un habitante a menudo de la
rizosfera de una amplia variedad de plantas asi como en diversas regiones

climéticas del mundo.

Tarrand et al. (1978), encontraron que las bacterias del género Azospirillum
son ligeramente curvas y de forma bacilar, con 1y de diametro y de longitud
de 2.1 a 3.8 y son moviles en medio liquido con un flagelo polar, en medio
sOlido a 30°C presenta numerosos flagelos laterales cortos y fijan el

nitrdgeno atmosférico.

Figura 1 Caracteristicas macro y microscopicas para Azospirillum. A. Vista
macroscopica de la morfologia de colonia de Azospirillum. B. Tincion Gram
y forma celular de Azospirillum. C. Vista macroscoépica de la tincion del
polimero B-hidroxibutirato (Hernandez, 2003).
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Ventajas del uso de Azospirillum sp.

Azospirillum pueden ser una alternativa emergente a los fertilizantes
quimicos inorganicos para incrementar la fertilidad y produccion de los

cultivos en agro ecosistemas sustentables (Wu et al., 2005).



Esta bacteria también es productora de algunos reguladores de crecimiento
como auxinas, &cido indolacético (AlA), citocininas, y proteinas como poli
amina, fijan nitrégeno, incrementar el crecimiento radicular, ademas pueden

acelerar y potenciar el crecimiento de las plantas (Villegas et al., 2010).

Fisher et al. (2007), mencionan que Azospirillum tiene efectos benéficos los
cuales incrementan el rendimiento y la reduccion de la fertilizacién quimica,

incluyendo la fertilizacion nitrogenada que es importante para la agricultura.

Caesar et al. (2007), explican que la bacteria Azospirillum participa en la
formacién de los micro agregados rizosféricos, estos micro agregados son
ricos en metabolitos microbianos y los que principalmente se tienen son del

tipo aminoé&cidos y polisacéaridos.

Estas bacterias contribuyen en la degradacién de moléculas organicas de
origen vegetal y animal que son fuente de carbono y energia, esto lo realizan
solo al permanecer vivas durante afios y reproducirse en el suelo (Rivera et
al., 2010).

Bare et al. (2005) mencionan que Azospirilum participa en diversos
procesos del ecosistema, en los cuales se incluyen el reciclaje,
solubilizacion, descomposicién y mineralizacién de compuestos organicos y
la translocacion de bioproductos y elementos minerales que conllevan la

movilizacion de los nutrientes en el ecosistema suelo planta.

Produce sideroforos y antibidticos, disuelven y mineralizan los fosfatos
(Vessey, 2003), ademas, Bashan y Bashan (2005), encontraron que
producen enzimas gue solubilizan los fosfatos y los hacen méas accesibles a

la planta, asi como factores que facilitan la absorcion de oligoelementos.

En condiciones de sequia y en los climas aridos pueden forman alginatos en
las raices de las plantas y se ha demostrado que las bacterias resisten mejor

en estas condiciones (Bashan y Bashan, 2005; Arzanesh et al., 2010).

Aumentan la tolerancia a factores que originan estrés (Bashan y Bashan,

2005; Arzanesh et al., 2010) gracias a que las plantas responden a los



mecanismos de estrés a nivel celular y molecular, limitando el crecimiento y

rendimiento (Pereyra et al., 2006).

Aislamiento de Azospirillum

Actualmente encontramos diversos estudios que nos explican sobre como
realizar el aislamiento de Azospirillum a partir del suelo y raices de plantas
hospederas como por ejemplo, gramineas, platano, yuca y algodon. Se han
encontrado diferentes tipos de medios de cultivo para su aislamiento pero el
gue mas se emplea es el medio de cultivo NFb (medio libre de nitrégeno)
con malato como fuente de carbono (Ddbereiner et al., 1976) y el cultivo
bacteriano puro es obtenido mediante el uso del colorante Rojo Congo
(Rodriguez, 1982).

Identificacién de Azospirillum

Dobereiner, (1992) explica que existen diversas pruebas para el
reconocimiento de las especies de Azospirillum entre ellas las bioquimicas y
las inmunolégicas. Algunas caracteristicas que nos son Uutiles en la
identificacion rutinaria son la forma vibroide, el pleomorfismo y su movilidad

en espiral

Distribucion de Azospirillum

Esta bacteria cuenta con muy amplia distribucion geografica alrededor del
mundo; pero estas son mucho méas abundantes en las regiones tropicales,
pero también se pueden encontrar en las regiones templadas, en regiones

frias y desérticas (Pefia, 2000).

El pH del suelo es muy importante en la presencia de las especies de este
género. Las especies de A. brasilense y A. lipoferum son las que se
encuentran en mayor abundancia en suelos con valores de pH cercanos a la
neutralidad, aun cuando a pH abajo de 5 se les encuentra en forma
esporadica y no lograndose su aislamiento de suelos con pH menor a 4.5
(Dobereiner, 1976).



Efecto de Azospirillum en la morfologia de la planta

Okon y Labandera-Gonzalez (1994), estudiaron las bacterias del género
Azospirillum y nos explican que esta constituye los inoculantes mas
comunmente utilizados en trigo. También encontraron que la inoculacion con
Azospirillum estimula el crecimiento de raices, aumentando su longitud,

densidad y velocidad de crecimiento.

Los efectos de la inoculacion de las plantas con Azospirillum, se producen
en los estadios iniciales de crecimiento, en las primeras semanas después
de la colonizacién radicular y también promueve la produccién de auxinas, lo
cual incrementa la tasa de crecimiento aéreo y radicular. Esto se ve reflejado

en una mayor absorcion de agua y nutrientes (Fallik et al., 1994).

Las bacterias del género Azospirillum en asociaciones con los vegetales
promueven el crecimiento y rendimiento de los cultivos bajo condiciones
apropiadas (Okon et al, 1985). Las bacterias de este género colonizan la
rizosfera de plantas (Fallik y Okon, 1996), pero también se pueden encontrar
libres en el suelo o en asociacién con las raices de las plantas (Burdman et
al., 2000; Okon y Labandera-Gonzalez, 1994).

Bashan, en 1999 menciona que entre el 60 a 70 por ciento de experiencias
con Azospirillum, muestran resultados favorables en rendimiento, oscilando
los incrementos entre un 5 a un 30 por ciento. En nuestro pais, trabajos
pioneros encontraron incrementos de rendimiento de entre 13 y 33 por ciento

(Barrios et al., 1986; Rodriguez- Caceres et al., 1994).

Genero Azotobacter

La literatura sefiala que el género Azotobacter fue descubierto por Beijerink
en el aflo 1901 y desde entonces se ha desplegado mucho interés en
estudiar estos organismos debido a la contribucién que pueden hacer a la
nutricion nitrogenada de las plantas superiores, como lo plantea Frobisher
(1969) y Brown et al. (1992).



Martinez y Dibut (1996) mencionan que la bacteria Azotobacter es uno de
los primeros géneros conocidos como fijadores asociativos de nitrégeno,

siendo este género de los mas estudiado en el ambito mundial.

Su nombre proviene de la palabra francesa “azoto” que significa nitrégeno y
del griego “bacter” que significa bacilo (Hernandez et al., 1994) y esos
autores no explican que son microorganismos de vida libre en el suelo que
requieren de sustancias organicas como fuente de energia, pero si hay
abundancia de NO3 " y NHy4, lo emplean con facilidad y no fijan nitrdgeno.
Son bacterias gram negativas, méviles; las colonias son viscosas, convexas,
lisas o arrugadas y poseen pequeias inclusiones granulares, el color se
presenta en diferente matices de pardo, producen pigmentos que en
ocasiones se difunden en el medio de cultivo selectivo para este género
(Rubenchik, 1960).

Clasificacion Taxondmica de Azotobacter

Clasificacion taxondmica de las bacterias del género Azotobacter segun
Joint Genome Institute (2009) y Uniprot Consortium (2009).

Dominio: Bacteria

Phylum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae
Género: Azotobacter

Especies: A. vinelandii, A. chroococcum, A. beijerinckii

Caracteristicas de Azotobacter

El género Azotobacter es una de las bacterias de vida libre y que son
capaces de fijar nitrégeno atmosférico y esta bacteria pertenece a la clase
Gammaproteobacteria. Este género ha sido estudiado por mas de cien afnos,
por cientificos de todo el mundo. A. vinelandii fue el organismo de

experimentacion de muchos investigadores durante la emergencia de la



bioquimica como una disciplina dominante en las ciencias de la vida
(Setubal, 2009).

Las especies del género Azotobacter producen células ovoides y grandes
de 1.5 a 2.0 ym de diametro, viven generalmente en suelos y aguas frescas.
Son bacterias pleomorficas, cuya morfologia varia desde bacilos hasta
células en forma de cocos. Se las observa como células individuales, como
pares, en agregados irregulares y algunas veces cadenas de tamafio
variable (Espin, 2002).

Algunas especies como A. vinelandii y A. chrocoocum sufren procesos como
diferenciacion para formar quistes resistentes a la desecacion. Se mueven
por flagelos peritricos; son aerobios, pero pueden crecer en concentraciones
de oxigeno bajas. Algunas cepas producen pigmentos solubles o insolubles

en agua (Espin, 2002).

Figura 2 Célula quistica de Azotobacter sp. (Pankratz, 1995).

Las bacterias del género Azotobacter son quimioorganotréficas, es decir,
que utilizan azucares, alcoholes y sales inorganicas para crecer. Utilizan
nitrato y sales de amonio y ciertos amino&cidos como fuentes de nitrégeno.

Responden positivamente al reactivo catalasa (Espin., 2002).
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Esta bacteria ha cautivado a cientificos no so6lo debido a su capacidad
notable de fijar el nitrégeno, sino también porque puede hacer esto bajo
condiciones atmosféricas de oxigeno (20%), en contraste con otras bacterias
diazotréficas que deben fijar el nitrdgeno anaerobio o microaerobicamente.
Para el caso especifico de A. vinelandii, el hidrogeno producido como
subproducto de la fijacion de nitrégeno se recicla de tal modo que aumenta
su eficacia. Ademas, el ATP adicional generado via la respiracion aerobia
puede utilizarlo para apoyar las altas demandas energéticas de la 18
nitrogenasa. Por lo tanto la fijacibn de nitrégeno aerdbico requiere una
concentracion de O, minima. Son capaces de utilizar una gran cantidad de
fuentes de carbono, como azucares, alcoholes y sales de acidos organicos,
para el crecimiento. Se calcula que fijan al menos 10 mg de N, por gramo de

carbohidrato (glucosa) consumido (Hornick et al., 2007).

Ventajas del uso de Azotobacter sp.

o Estimula el crecimiento y una buena produccion vegetal.

o Aumenta la fijacion biolégica de nitrdgeno atmosférico.

e Solubiliza las fuentes nutritivas.

o Las raices y pelos absorbentes se encuentran en mayor cantidad,
mejor desarrollados y sin enfermedades.

e Mejora la estructura y fertilidad de los suelos.

« Reduccién considerable de la aplicacion de fertilizantes nitrogenados

Fuente: www.controlbiologico.com

Aislamiento de Azotobacter

Holt, en el 2000 explica algunos de los métodos mas utilizados para aislar
bacterias del género Azotobacter que incluyen el aislamiento en medio libre
de nitrogeno, enriquecimiento en solucion de Winogradsky y posterior
siembra en medio libre de nitrogeno, y siembra de granulos individuales de

suelo en medio libre de nitrégeno.
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Identificacion de Azotobacter

Para la identificacion bioquimica del género Azotobacter se emplean
técnicas convencionales, las cuales se basan en la utilizacion de cuatro
azucares, benzoato y fenol como fuente de carbono, prueba de la catalasa,
prueba de Nessler, hidrolisis de almidon y produccion de acido 3-
indolacético. Estas pruebas bioquimicas se utilizan ya que permiten
diferenciar el género Azotobacter de otras bacterias fijadoras de nitrogeno.
Ademas se toman en cuenta las observaciones macro y microscopicas
(morfologia celular y de la colonia) asi como pigmentacion en medio para

identificacion preliminar (Tejera et al., 2005).

Distribucion de Azotobacter

Segun Delgado et al. (2003) y Crum (2004), la bacteria de Azotobacter se
encuentra en suelos alcalinos a neutros, en ambientes acuaticos y en la
rizosfera de las plantas. EI Azotobacter chrocoocum es la especie mas
comun en el suelos, ademas sintetiza tiamina (vitamina B-1), acido
nicotinico, &cido pantoténico y otras vitaminas capaces de estimular la
germinacion de las semillas, el crecimiento y desarrollo de algunas especies
vegetales; siempre que sea adecuada la concentracidon de las bacterias en la

zona de la rizésfera de la planta.

El rango de pH en el que crecen en presencia de nitrdgeno combinado es de
4,8 a 8,5; el pH éptimo para crecer cuando fijan nitrégeno es de 7.0 a 7.5.
Segun Garassini (1967), la presencia de Azotobacter en el suelo esta
relacionada directamente con el pH del mismo, pues no se desarrollan en

medios con valores por debajo de 6.0.

Accion del Azotobacter en la filosfera.

Debinstein (1970), menciona que de acuerdo algunos estudios realizados la
abundante poblacién microbiana que se encuentra en las hojas es por si
misma, prueba de un ambiente que posee considerable valor nutritivo; la
humedad contribuye también al desarrollo y supervivencia de esta poblacion,
ofreciéndole espacio y estimulando el intercambio de productos metabdlicos.
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Esta propiedad y la habilidad para concentrar materia resuspendida o
disuelta en la atmosfera con gran rapidez, hace que las hojas tengan una
gran importancia en los agroecosistemas agricolas (Bhat et al., 1971).

La zona de crecimiento de este microorganismo se encuentra en la
superficie de las hojas de las plantas como filésfera (Ruinen, 1975). Segun
datos reportados por Martinez et al., (1999) en condiciones tropicales, ocurre
también fijacion de nitrégeno en la filésfera, zona que esta en contacto con la

hoja y la atmésfera, sometida a la actividad reguladora de ambas.

Efecto del Azotobacter sobre el rendimiento de las plantas

Se conoce el importante papel que desempefia el Azotobacter en el
crecimiento y desarrollo de las plantas, incluso son capaces de incrementar
el rendimiento de los cultivos, los valores varian de acuerdo con la bacteria y
su afinidad por el cultivo, lo que indica especificidad del microorganismo e

incluso de las cepas (Larson y Neal, 1978).

Delgado et al. (2003) demostraron que cepas de Azotobacter, purificadas de
suelos cubanos, aceleraron el porcentaje de germinacion de semillas de café
(Coffea arabica) variedad Caturra Rojo, entre el 55 y el 62 %, a los primeros
50 dias del tratamiento. También demostraron que plantulas de café
inoculadas con dichas cepas alcanzaron a los siete meses de la inoculacion,
mayores valores morfoldgicos de altura, diametro del tallo, pares de hojas,

masa seca y area foliar, con relacién a un testigo.

Rubenchick (1960) estudié los 1095 experimentos realizados en Rusia sobre
la respuesta en rendimiento al Azotobacter, de ellos en el 81 por ciento se
observo un aumento del rendimiento de los cereales, hortalizas y cultivos
industriales, ademas informa que los experimentos efectuados en
Checoslovaquia sobre la azotobacteria en 1954, demostraron que los
rendimientos de la remolacha azucarera, el maiz, la zanahoria y la col,
habian aumentado el 39, 15.4, 19.2 y 2.9 por ciento, respectivamente, y los
estudios efectuados en Rumania en 1954 mostraron un aumento del 50% en
el rendimiento de la corona de girasol. Ridge y Rovira (1968), demostraron

que con la inoculacion de la azotobacteria habia mucha mas tendencia al
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aumento del rendimiento en el grano del trigo que a la disminucion. Burges
(1968) plantea que en la aplicacién del biofertilizante con la dosis completa
de fertilizante nitrogenado no hay fijacion de nitrégeno, porque las bacterias
utilizan el que abundantemente tienen a su alcance y no gastan energia en
la fijacion (que tiene un alto costo de energia biologica), pero se observa el
incremento del rendimiento por la accién de las sustancias activas de la

bacteria.

Segun Hamdi (1985), muchos de los resultados encontrados fuera de Rusia
sobre la respuesta en varios cultivos a la azotobacteria carecen de
uniformidad, en Alemania se observaron aumentos del 11% en el
rendimiento de la zanahoria, 6.25% en la patata y el 13% en la sustancia
verde de la mostaza. En otros casos, por ejemplo en Suiza, Dinamarca,

Finlandia y Estados Unidos de América, los resultados han sido negativos.

En Cuba se desarrolla, desde 1990, un programa de fabricacion y aplicacion
de Azotobacter a base de cepas seleccionadas que son capaces de
suministrar hasta 50% de los requerimientos de nitrégeno de las plantas
mediante la fijacion biol6gica, lo que permite ahorros considerables de
fertilizantes quimicos, al mismo tiempo que se reduce la contaminacion
ambiental y los dafios a la salud humana ya que se disminuyen las elevadas

proporciones de nitratos en los cultivos agricolas (Bohlool et al., 1992).

Martinez et al. (1996) comprob6 que las aplicaciones foliares de Azotobacter
en las extensas plantaciones de citricos del pais, eran de gran efectividad no
sélo en la sustitucion del fertilizante, sino en la estimulacion de la floracion y

fructificacion, lo que se traduce en rendimientos mas altos.

En el caso de la yuca y el camote se aprovecha, ademas de la actividad
fijadora de nitrogeno, la capacidad que tienen las sustancias activas
sintetizadas por las bacterias de estimular la fotosintesis (acumulacion de
compuestos) y reducir la respiracion (gastos compuestos) de las plantas, lo
gue permite el almacenamiento de fotosintatos, que constituye la base de la
formacion de tubérculos y raices, constituida por material de reserva
(Martinez, 1998).
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Medios de cultivo

El medio de cultivo es el material alimenticio en el que crecen los
microorganismos Yy el crecimiento de los microorganismos en el Cultivo. Se
han preparado mas de 10.000 medios de cultivo diferentes. Para que las
bacterias crezcan adecuadamente en un medio de cultivo artificial debe
reunir una serie de condiciones como son: temperatura, grado de humedad y
presion de oxigeno adecuado, asi como un grado correcto de acidez o
alcalinidad. Los medios de cultivo deben contener los nutrientes y factores
de crecimiento necesarios y debe estar exento de todo microorganismo
contaminante (Azahara, 2009).

Las bacterias patégenas requieren nutrientes complejos similares en
composicién a los liquidos organicos del cuerpo humano. Por eso, la base
de muchos medios de cultivo es una infusion de extractos de carne y

Peptona a la que se afiadirdn otros ingredientes (Azahar, 2009).

El agar es un elemento solidificante muy empleado para la preparacion de
medios de cultivo. Se licda completamente a la temperatura del agua
hirviendo y se solidifica al enfriarse a 40 grados. Con minimas excepciones
no tiene efecto sobre el crecimiento de las bacterias y no es atacado por
aguellas que crecen en él. La adicién de hidratos de Carbono es por dos
motivos fundamentales: para incrementar el valor nutritivo del medio y para
detectar reacciones de fermentacion de los microorganismos que ayuden a
identificarlos. El suero y la sangre completa se afladen para promover el
crecimiento de los microorganismos menos resistentes. También se afiaden

colorantes que actian como indicadores (Azahara, 2009).

Clasificacion de los medios segun Azahara, (2009):

e Segun su consistencia
» Sodlidos: que llevan una sustancia que se llama agar, que da
consistencia sélida y va a ser el soporte de los compuestos
necesarios en la nutricion de las bacterias.
» Semisolidos: tienen menos agar, una proporcion de 0.1% a

0.5%.
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» Liquidos: se llaman caldos.
e Segln su composicion

» Medios sintéticos: que son medios de cultivo de composicion
conocida o definida, se utilizan muy poco y suelen hacerse
para cultivar una especie de bacterias determinada.

» Medios generales: tienen una composicion en la que crecen la
mayor parte de los microorganismos. Aportan los componentes
nutritivos mas comunes para todas las bacterias.

» Medios enriquecidos: son medios generales a los que se les
afiade sustancias que aumentan su poder nutritivo y pueden
crecer heterotrofos exigentes.

» Medios selectivos: se le adicionan al agar nutritivo, sustancias
que inhiben el crecimiento de un grupo de microorganismos,
sin aceptar el desarrollo de otras.

» Medios diferenciales: llevan reactivos que nos permiten
diferenciar entre todos las bacterias crecidas unas de otras.

» Medios de caracterizacién: se utilizan para identificar bacterias,

dan lugar a una respuesta concreta al metabolismo bacteriano.

Medios para el aislamiento de Azospirillum y Azotobacter

El medio mas cominmente utilizado para el aislamiento de Azospirillum es el
medio NFb semi-sélido (Dobereiner y Day, 1976; Dobereiner et al., 1976). Se

han desarrollado varias modificaciones Gtiles y se mencionan a continuacion.

Medio OAB (Okon et al., 1977): Este medio fue modificado es mas apropiado
para el crecimiento de Azospinllum que para su aislamiento. No es muy
selectivo para este género, pero provee mayor capacidad amortiguadora que
el medio original. Incluye en su composicion quimica microelementos, una
concentracion limitada de NH, para iniciar el crecimiento en condiciones
aerobias y una pequeia cantidad de extracto de levadura para acortar la
fase de latencia (lag phase) del crecimiento y contribuir a un crecimiento

vigoroso.
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Medio semi selectivo NFB-rojo congo (Rodriguez Caceres, 1982): Este
medio es basicamente el medio NFB suplementado con 15 ml I de solucién

acuosa de rojo congo (1:400) esterilizada por separado.

Este medio permite reconocer las colonias de Azospirillum facilitando el
aislamiento, ya que las colonias se tifien de color rojo obscuro o escarlata,
con caracteristicas coloniales tipicas; otras bacterias de suelo no absorben

el rojo congo.

Medio BL y BLCR (Bashan y Levanony, 1985). Este medio es apropiado
para el aislamiento de Azospirillum a partir de la rizosfera, ya que las
colonias son faciles de reconocer, especialmente en el medio BLCR. Sin
embargo, algunas cepas de A. brasilense no pudieron crecer en este medio
(Horemans et al., 1987) y, en general, el crecimiento de Azospirillum en
medio BLCR, es significativamente mas lento que en el medio OAB original
(aproximadamente 10 dias de incubacion).

Medio para el aislamiento de Azotobacter (Kole et al., 1988): EI medio no
contiene fuente de nitrégeno y se basa en la utilizacion de extracto de suelo

y de manitol como fuente de carbono.

Aspectos generales del nopal

El nopal (Opuntia ficus-indica) pertenece a la familia Cactaceae. Se
considera como centro de origen de este género el area del Golfo de México
y el Caribe, debido a la gran variabilidad genética que se encuentra en dicha
zona. Habita en las zonas desérticas de Estados Unidos, México y América
del Sur (Sosa y Garcia, 1997).

Descripcion de la planta

Es una planta arbustiva suculenta, ramificada con porte variable desde
rastrero hasta arborescente grande. El tallo y las ramas estan constituidos
por pencas o cladodios con apariencia de cojines ovoides y aplanados,
unidos unos con otros, pudiendo en conjunto alcanzar hasta 5 m de altura
(Mir, 1997).
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La raiz es fibrosa y el sistema radicular extenso, pero poco profundo
penetrando con gran facilidad en las grietas y suelos mas duros y
pedregosos. Generalmente son gruesas, pero no suculentas de tamafo y
ancho variables y a menudo es proporcional al tamafio de la parte aérea.
Tiene un desarrollo rapido, formando una red o malla que aprisiona el suelo
evitando la erosion. No suelen presentar pelos absorbentes, cuando se
encuentra en un medio edafico con escasa humedad, mientras que en

suelos humedos si existe un abundante desarrollo de estos (Mir, 1997).

El tallo, a diferencia de otras especies de cactaceas, esta conformado por
tronco y ramas aplanadas que posee cuticula gruesa de color verde de
funcién fotosintética y de almacenamiento de agua en los tejidos (Sosa y
Garcia, 1997).

Las hojas caducas s6lo se observan sobre tallos tiernos, cuando se produce
la renovacion de pencas, en cuyas axilas se encuentran las aréolas de las
que brotan las espinas, de aproximadamente 4 a 5 mm de longitud. Las
hojas desaparecen cuando los cladodios han alcanzado un grado de

desarrollo y en cuyo lugar quedan las espinas (Sosa y Garcia, 1997).

Las flores son solitarias, localizadas en la parte superior del cladodio, de 6 a
7 cm de longitud. Cada aréola produce por lo general una flor, aunque no en
una misma época de floracion unas pueden brotar el mismo afio, otras el
segundo y tercero. Las flores se abren a los 35 a 45 dias de su brotacion.
Sus pétalos son de colores vivos: amarillo, anaranjado, rojo y rosa. Sépalos

numerosos de color amarillo claro a rojizo o blanco (Sosa y Garcia, 1997).

El fruto es una baya polisperma, carnosa, de forma ovoide esférica, sus
dimensiones y coloracion varian segun la especie; presentan espinas finas y
fragiles de 2 a 3 mm de longitud, son comestibles, agradables y dulces
(Sosa y Garcia, 1997).

En el nopal los cladodios, las flores y adn los frutos en desarrollo son
capaces de diferenciacién, sin embargo los cladodios son la unidad tipica de

propagacion (Pimienta, 1990). Los cladodios separados de manera natural
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de la planta madre son el mecanismo tipico de dispersion en las nopaleras

silvestres (Nava et al., 1991).

Clasificacion taxonomica del nopal

La clasificacion taxonémica del nopal verdura segun Ontivero y Saldafia

(1986), es la siguiente:

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Caryophyllidae
Orden: Caryophyllales;
Familia: Cactaceae
Género: Opuntia

Nombre cientifico: Opuritia ficus-indica (L.) Miller.

Estado actual e importancia a nivel nacional del nopal verdura

Los principales estados productores de nopal verdura o nopalitos a nivel
nacional en el afio 2014 son: Jalisco en primer lugar con un promedio de 1,
590, 378. 81 Ha* sembradas, en segundo lugar Veracruz con 1, 499,328.37
Ha™ en tercer lugar Chiapas con 1, 433,126.63 Ha™ sembradas y en cuarto
lugar se encuentra Tamaulipas con 1, 426,210.99 Ha™ sembradas (SIAP
2014).

Habitat del nopal

El nopal tiene una especial adaptacion para desarrollarse en las zonas
calidas, aridas y semiaridas de la mayor parte del mundo (principalmente en
Centro y Surameérica). Esta especie ofrece la peculiaridad de estar adaptada
a condiciones de sequia, debido al tipo de metabolismo especial que posee
y a sus estructuras anatdmicas, siendo por este motivo capaz de producir
una abundante cantidad de materia organica con una gran eficiencia en la

utilizacion de agua (Mir, 1997).
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Los nopalitos verdes pueden ser producidos rapido y abundantemente de
plantas expuestas a altas temperaturas con poca agua, condiciones
desfavorables para la produccién de muchas de las hortalizas verdes de hoja
(Barbera, 1999).

Propiedades quimicas

Se ha descubierto una gran cantidad de propiedades que se puede extraer,
por ejemplo del fruto se puede obtener vitaminas y propiedades astringentes
y antisépticas; se utiliza para producir miel, vinos, alcoholes y confituras
como el queso de tuna un dulce muy apreciado en México con textura de
cajeta. Por su parte las pencas del nopal sirven como forraje, son
medicinales, ademéas son un alimento delicioso para el consumo humano
(Sosa y Garcia, 1997).

Tanto los frutos como los cladodios del nopal son una fuente interesante de
componentes funcionales, entre los que destaca la fibra, los hidrocoloides
(mucilagos), los pigmentos (betalainas y carotenoides), los minerales (calcio,
potasio), y algunas vitaminas como la vitamina C, buscada entre otros
motivos, por sus propiedades antioxidantes; todos estos compuestos son
muy apreciados desde el punto de vista de una dieta saludable y también
como ingredientes para el disefio de nuevos alimentos (Saenz, 2006).

Cuadro 1. Valor nutritivo del nopal verdura (cantidad respecto a 100 gramos
de nopalitos crudos).

Porcién comestible 78.00%

Energia 27.00 kcal
Proteinas 0.17 g
Grasas 0.30¢g
Carbohidratos 5.60 g
Calcio 93.00 g
Fierro 1.60 mg
Tiamina 0.03 mg
Riboflavina 0.06 mg
Niacina 0.03 mg
Acido ascorbico 8.00 mg

Fuente: (Silvestre, 2011)
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Usos del nopal en México

El uso del nopal en México data desde la época prehispénica, cuando tuvo
una funcién importante en la economia agricola del imperio azteca. En
décadas recientes las plantaciones para produccion de fruto y forraje, asi
como para habitat de la cochinilla (Dactylopius coccus), insecto productor de
grana (colorante rojo) y nopalitos se han extendido en muchos paises de
Africa, América, Asia y Europa. El nopal es importante para la economia de
zonas aridas y semiaridas tanto para subsistencia como para una agricultura

orientada al mercado (Barbera, 1999).

Los nopales son dignos de ser considerados para la industrializacion. Entre
los alimentos elaborados con base en los cladodios se encuentran:
encurtidos, jugos, mermeladas y productos minimamente procesados, entre
otros. Enseguida se enumera una serie de sectores industriales que pueden

obtener y/o beneficiarse con productos obtenidos a partir de los nopales:

e Agroindustria de alimentos y bebidas para consumo humano
(produccion de diversos alimentos, bebidas alcohdlicas vy
analcohdlicas de tuna y nopalitos);

e Agroindustria de alimentos para animales (suplementos y piensos de
cladodios y de desechos de la industria procesadora de tuna, como
las cascaras y semillas);

e Industria farmacéutica (protectores gastricos de extractos de
mucilagos; capsulas y tabletas de polvo de nopal);

¢ Industria cosmética (cremas, champues, lociones de cladodios);

¢ Industria de suplementos alimenticios (fibra y harinas de cladodios);

e Industria productora de aditivos naturales (gomas de cladodios;
colorantes de la fruta);

e Sector de la construccion (compuestos ligantes de los cladodios);

e Sector energético (produccion de biogas a partir de las pencas);

e Sector productor de insumos para la agricultura (productos del nopal
como mejoradores del drenaje de suelos);

e Sector turismo (artesanias en base a cladodios lignificados);
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e Industria textil (uso de colorantes naturales como el carmin de

cochinilla).

Los cladodios son una fuente importante de fibra, la que se obtiene al
secarlos y molerlos para obtener polvo. Este polvo o harina se destina a las
industrias de alimentos, complementos alimenticios y farmacéutica (Ricardo
et al., 2008).

22



.  MATERIALES Y METODOS

Descripcion del area experimental

El experimento se realiz6 en el laboratorio de cultivo de tejidos del
Departamento de Horticultura, de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio
Narro, en Buenavista Saltillo, Coahuila. México, se ubica en las
coordenadas geograficas 25° 21" 20” latitud N y 101° 02" 07” longitud W, a
una altitud de 1763 msnm, en el periodo agosto - diciembre 2015.

Tratamientos estudiados

En el experimento, se inocularon cepas de Azospirillum spp. cepa T33T
viene de raices de nopal, cultivados en General Cepeda y Azotobacter spp.
cepa A29A también de raices de nopal, cultivado en Torredn, distribuidas en
16 tratamientos y 3 repeticiones, como se muestra en el Cuadro 1, los
cuales contenian la bacteria mas el extracto a concentracion de 0.0, 0.1,
0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 2.5 y 5.0, evaluando el crecimiento de Azospirillum y
Azotobacter en el extracto de nopal.

Cuadro 2. Clasificacion de los tratamientos utilizados y con tres repeticiones
cada uno.

Concentracion Bacteria Concentracion Bacteria
(extracto de (Azospirillum) (extracto de (Azotobacter)
nopal) nopal)

0.0 T33T 0.0 A29A
0.1 T33T 0.1 A29A
0.25 T33T 0.25 A29A
0.5 T33T 0.5 A29A
0.75 T33T 0.75 A29A
1.0 T33T 1.0 A29A
2.5 T33T 2.5 A29A
5.0 T33T 5.0 A29A
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Medios selectivos de crecimiento

Se utiliz6 un medio selectivo, NFB adicionado con rojo congo para aislar
cepas del género Azotobacter sp. y Azospirillum sp. para la seleccion de

cultivos puros.

Medio NFB adicionado con rojo congo para cepas de Azospirillum sp. y
cepas del género Azotobacter sp. Los cuales permiten el aislamiento y
crecimiento de microorganismos que pueden fijar biolégicamente nitrogeno
atmosférico.

Cuadro 3. Composicion del medio NFB adicionado con rojo congo
(Rodriguez Céceres, 1982).

Reactivo Concentracion (g 1)
KoHPO,4 5.0

MgSO,4-7H,0 0.2

NacCl 0.1

Extracto de levadura 0.5

FeCl3-6H,0 0.015

Acido malico 5.0

KOH 4.8

Agar 20.0

Rojo Congo 15 ml/l

Preparaciéon del medio NFB adicionado con rojo congo

La preparacion del medio de cultivo se realizé colocando 50 ml de agua
destilada en un matraz Erlenmeyer, este se puso a calentar en una parrilla
agitadora, introduciéndole un agitador magnético, en seguida se colocaban
los reactivos uno a uno para que estos se disolvieran en el agua. Después
de disolverlos se aforaba a un litro y se deja enfriar, cuando este ya estaba
frio se ajustaba el pH a 7.0, se colocaba un tapon y posteriormente se
esterilizo en una autoclave a 120 PSI por un periodo de 20 minutos.

El reactivo rojo congb se agrega por separado, se vierte el reactivo en un

matraz Erlenmeyer, se afora a 25 ml con agua destilada y se esteriliza en
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una autoclave 120 PSI por un periodo de 20 minutos. El colorante rojo
congo es una solucion acuosa en relacion 1:400, y se esterilizd por
separado. Se agregaron 15 ml del reactivo rojo congo al resto del medio de
cultivo, enseguida se vierte en las cajas Petri para su solidificacion y se

tapan las cajas Petri.

Preparacion del sustrato

El extracto de nopal verdura fue lavado previamente, molido, pesado y
mezclado con agua destilada, para obtener las siguientes concentraciones:
0.1, 0.25. 0.50, 0.75, 1.0, 2.5 y 5.0%. Se colocaron en frascos con sus
diferentes concentraciones se afora a 100ml de agua destilada y se esteriliza
en una autoclave 120 PSI por un periodo de 20 minutos.

Aislamiento

Cuando el sustrato ya esta listo se realizan disoluciones de las cepas de
rizobacterias en tubos de ensayo de 10ml los cuales contenian 9ml de agua
destilada y fueron esterilizados. Las disoluciones se hacen en la campana
de flujo laminar con la ayuda de una micro pipeta SAMPLER SYSTEM 1mly
puntillas para micro pipeta, se obtienen disoluciones de 10, colocando 1ml
de cada disolucién de la cepa en nuestras concentraciones de sustrato de

nopal y se llevaron a la incubadora con una temperatura de 30°C.

Se realizaron 4 siembras en cajas Petri, primera siembra se hizo a los 15
dias de haber inoculado la cepa en el sustrato (nopal) se realizaron
disoluciones en la campana de flujo laminar teniendo 10 hasta 10™° de la
cual solo tomaba la disolucién 10, de esta disolucién se sembré en las
cajas Petri con medio de cultivo NFB adicionado con rojo congo donde la
siembra se realiz6 con la ayuda de un Drigalski de vidrio, las otras tres
siembras se realizaron con intervalos de 8 dias una de la otra, hasta obtener
cuatro siembras y observar el comportamiento de las bacterias en el

sustrato de nopal.
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Identificacién

En la identificacion se utiliz6 la técnica de UFC, la cual se basa en contar las
“‘unidades formadoras de colonias” o UFC presentes en el medio de cultivo
después de un cierto tiempo de incubacién a la temperatura adecuada, para
que las colonias puedan contarse de manera confiable, se hacen las
diluciones decimales necesarias de la muestra, antes de ponerla en el

medio de cultivo.

Modelo estadistico

El estudio se realiz6 con un disefio completamente al azar con arreglo

factorial con 16 tratamientos y 3 repeticiones.

Los datos obtenidos, fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA)
con prueba Tukey (p< 0.05), procesados mediante el paquete estadistico

SAS (Statiscal Analysis System) version 9.0.
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IV. RESULTADOS

En el primer conteo de las unidades formadores de colonias no se observan
diferencias significativas (ns) entre las concentraciones de nopal, ni en las
dos cepas de Bacterias (Cuadro 4). Mientras que en el conteo 2, 3y 4 si se
encontraron diferencias significativas por efecto de las diferentes
concentraciones de nopal y de las cepas de estas Bacterias (Cuadro 4). La
interaccidn entre concentraciones de nopal y de las cepas de las bacterias
afecta significativamente las unidades formadoras de colonias (Cuadro 4).

Cuadro 4. Prueba de comparacion de medias de Tukey de rhizobacterias
desarrolladas en medio de cultivo.

Concentracion Conteo 1 Conteo 2 Conteo 3 Conteo 4
de nopal (g UFC
100ml™) ml™
0.0 201.0a 42.0d 12.33 f 8.66d
0.1 201.0a 102.16 ¢ 26.0 ed 1.16 ¢
0.25 201.0a 104.16 c 20.66 e 14.0 dc
0.5 201.0a 26.33 e 35.50 cb 35.66 b
0.75 201.0 a 115.83 b 37.33b 36.33b
1.0 201.0a 201.0 a 38.50 b 36.0b
2.5 201.0a 201.0a 29.83 cd 118.66 a
5.0 201.0a 201.0a 201.0a 116.66 a
Anova P < NS 0.001 0.001 0.001
Bacterias
Azospirillum 201.0 a 106.79 b 55.50 a 26.16 b
(T33T)
Azotobacter 201.0a 141.58 a 4479 b 69.12 a
(A29A)
Anova P < NS 0.001 0.001 0.001
CcVv 0 2.69 6.14 6.76
Interaccion NS 0.001 0.001 0.001
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La cepa T33T disminuye la cantidad de UFC con 0.1, 0.25 y 0.5 g de nopal
en comparacién con el testigo, sin embargo, cuando la concentracion de
nopal es superior a 0.5 g incrementa la cantidad de UFC de esta cepa
(Figura 3). Para la cepa A29A aumenta la cantidad de UFC con el
incremento de la concentracion de nopal, a excepcion cuando la
concentracion fue igual a 0.5y 0.75 g, pues estas concentraciones decrecen
el nimero de UFC con respecto al testigo y de las demas concentraciones

de nopal (Figura 3).
T33T A29A
250
200

150

gl
o

o

0 0,1 0,25 0,5 0,75 1 2,5 5
CONCENTRACION DE NOPAL

UNIDADES FORMADORAS DE
COLONIAS
=
o
S

Figura 3. Efecto de las diferentes concentraciones de nopal y cepas de

rhizobacterias, en el segundo conteo de unidades formadoras de colonias.

La cepa T33T en la lectura tres aumenta la cantidad de UFC con el
incremento de la concentracion de nopal, sin embargo, cuando la
concentracion de nopal es superior a 2.5 g el incremento de estas fue mucho
mayor que con las concentraciones menores a esta (Figura 4). La cepa
A29A disminuye la cantidad de UFC con 0.1 y 2.5 g de la concentracion de
nopal en comparacion con el testigo y con las concentraciones 0.25, 0.5,
0.75, 1.0 y 5.0 g incrementa las UFC, siendo mas marcado este aumento

con 5.0 g (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de las diferentes concentraciones de nopal y cepas de

rhizobacterias, en el tercer conteo de unidades formadoras de colonias.

La cepa T33T en la lectura cuatro, muestra que a partir de 0.1 g de la
concentracion de nopal aumenta la cantidad de UFC en comparacion con el
testigo (Figura 5). La cepa A29A aumenta la cantidad de UFC a partir de 0.1
g de la concentracién de nopal en comparacién con el testigo, sin embargo,
cuando la concentracién de nopal es superior a 1.0 g el incremento de esta
cepa fue mucho mayor que con las concentraciones menores a 1.0 g (Figura
5).
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Figura 5. Efecto de las diferentes concentraciones de nopal mas las

diferentes cepas, en el cuarto conteo de unidades formadoras de colonias
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V. DISCUSION

Respecto al crecimiento evaluado con diferentes concentraciones, se
observo que el crecimiento de Azospirillum y Azotobacter se incrementaba
conforme incrementaba la concentracion de nopal, observando que la
concentracion de 5.0 g siempre tuvo mas UFC con cualquiera de las dos
cepas, por lo que nuestros resultados no concuerdan con lo reportado por
Juliana et al. (2010), quienes sefialan que a concentraciones de melaza mas
elevadas (30%), las bacterias alcanzan la fase estacionaria mas rapido,
antes de consumir todo el sustrato, lo que hace que el microorganismo no
produzca mas biomasa, por el estado de saturacion del sustrato, respecto a

la concentracion microbiana.

Estimar el crecimiento de Azospirillum y Azotobacter en extracto acuoso de

nopal a diferentes concentraciones.
Identificar la cepa de rizobacteria que se incrementa a traveés de un mes.
Hipotesis

Al menos una concentracion de extracto de nopal produce el mayor

incremento de Azospirillum o Azotobacter.

31



VI. CONCLUSIONES

Esta investigacion permiti6 evaluar el crecimiento de Azospirillum vy
Azotobacter en un estracto acuoso de nopal a diferentes concentraciones,
con lo cual, se logré incrementar el desarrollo microbiano de bacterias
fijadoras de nitrégeno atmosférico, a partir de este sustrato. El tratamiento
que permitié el maximo crecimiento del microorganismo fue la concentracion
de 5.0 g.

Se identifico que la cepa A29A (Azotobacter) tuvo mayor incremento en este

estracto a través de un mes.

Por lo que se recomienda realizar los recuentos hasta 6 meses para ver si la
concentracion sigue con la misma tendencia, ademas de probar la vida de

anaquel.
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VIII.

APENDICE

Concentracion de datos utilizados para el analisis de varianza.

Concentraciéon

Lectura Lectura Lectura Lectura

de nopal Bacteria Tratamiento Repeticion 1UFC 2UFC 3 UFC 4 UFC
0 T33T 1 1 201 32 8 5
0 T33T 1 2 201 34 7 6
0 T33T 1 3 201 36 7 7
0,1 T33T 2 1 201 3 33 19
0,1 T33T 2 2 201 4 39 17
0,1 T33T 2 3 201 3 45 16
0,25 T33T 3 1 201 7 24 18
0,25 T33T 3 2 201 8 20 12
0,25 T33T 3 3 201 7 28 15
0,5 T33T 4 1 201 5 41 32
0,5 T33T 4 2 201 7 40 36
0,5 T33T 4 3 201 5 42 28
0,75 T33T 5 1 201 201 36 32
0,75 T33T 5 2 201 201 30 25
0,75 T33T 5 3 201 201 43 28
1 T33T 6 1 201 201 40 39
1 T33T 6 2 201 201 52 42
1 T33T 6 3 201 201 46 45
2,5 T33T 7 1 201 201 46 36
2,5 T33T 7 2 201 201 49 33
2,5 T33T 7 3 201 201 53 40
5 T33T 8 1 201 201 201 34
5 T33T 8 2 201 201 201 32
5 T33T 8 3 201 201 201 31
0 A29A 9 1 201 50 20 11
0 A29A 9 2 201 57 15 10
0 A29A 9 3 201 43 17 13
0,1 A29A 10 1 201 201 11 11
0,1 A29A 10 2 201 201 13 15
0,1 A29A 10 3 201 201 15 13
0,25 A29A 11 1 201 201 19 15
0,25 A29A 11 2 201 201 17 11
0,25 A29A 11 3 201 201 16 13
0,5 A29A 12 1 201 47 28 45
0,5 A29A 12 2 201 54 32 34
0,5 A29A 12 3 201 40 30 39
0,75 A29A 13 1 201 39 38 44
0,75 A29A 13 2 201 22 37 52
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2,5
2,5
2,5

A29A
A29A
A29A
A29A
A29A
A29A
A29A
A29A
A29A
A29A

13
14
14
14
15
15
15
16
16
16

W NP WNEFE WODN P W

201
201
201
201
201
201
201
201
201
201

31
201
201
201
201
201
201
201
201
201

40
31
27
35

10

12
201
201
201

37
31
30
29
201
201
201
201
201
201
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